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Resumen: La ruta de señalización de WNT es un complejo mecanismo de comunicación celular que 
juega un relevante papel en multitud de procesos homeostáticos y del desarrollo embrionario, entre los que se 
incluye la formación del ojo. Debido a su gran complejidad, este mecanismo está regulado a diferentes 
niveles. Las proteínas SFRP (Secreted Frizzled related proteins), que comprenden la mayor familia de 
moduladores de la señalización de WNT, son proteínas solubles cuya estructura presenta similitudes a los 
receptores Frizzled. Trabajos previos de nuestro laboratorio demostraron que un miembro de esta familia, 
Sfrp1, que se expresa abundantemente durante el desarrollo del ojo tanto en aves como en peces, contribuye a 
la especificación del campo morfogenético del ojo en la placa neural anterior, regula la neurogénesis de la 
retina y la guía de los axones de las células ganglionares de la retina. 
Los diferentes eventos de duplicación de los genomas son la base de la evolución de los metazoos. 
Mientras que la mayoría de los vertebrados presentan un contenido génico correspondiente a dos rondas de 
duplicación genómica, los peces teleósteos han sufrido una duplicación genómica adicional que condujo en 
muchos casos a una sub-funcionalización o una nueva funcionalización de los genes parálogos resultantes. 
En esta Tesis nos preguntamos si el genoma del pez medaka (Oryzias latipes) presenta una duplicación del 
gen olSfrp1 y si, en el caso de existir, sus funciones son similares o complementarias a las que se habían 
caracterizado para olSfrp1. Identificamos un cDNA cuya secuencia era muy similar a olSfrp1, aunque en 
realidad, gracias al análisis filogenético, determinamos que pertenecía a la subfamilia de genes de los Sfrp5. 
De forma similar a olSfrp1, este gen, que denominamos olSfrp5, se expresa abundantemente durante el 
desarrollo del ojo, aunque también se expresa en el mesencéfalo y el primordio del aparato digestivo. La 
disminución de la expresión de olSfrp5 mediante la inyección de morfolinos causa microftalmia y un defecto 
en el desarrollo del techo óptico. Adicionalmente en el ojo, la interferencia de la expresión de olSfrp5 causa 
un defecto en la regionalización ventral de la copa óptica que en algunos casos provoca la aparición de 
colobomas oculares. Estos defectos tempranos conducen a una alteración de la neurogénesis del ojo y del 
techo óptico. En particular, se reducen el número de RGC y de fotorreceptores en el ojo. Por otra parte, las 
proyecciones de los axones de las RGC eran normales en los embriones morfantes. 
Estos resultados indican que la actividad de olSFRP5 es requerida desde estadios tempranos para la 
generar el número apropiado de progenitores oculares y tectales y la subsiguiente diferenciación de los 
mismos. También indican que, de forma parcial, tanto olSFRP1 como olSFRP5 tienen funciones redundantes 
durante el desarrollo del ojo. En el fututo habrá que determinar si el fenotipo resultante de interferir la 
función de olSfrp5 es la consecuencia de la alteración de la vía canónica o de las vías no canónicas de los 
WNT. 
Summary: The Wnt signalling pathway is a complex and widely used mechanism of cell to cell 
communication, which plays a major role in many homeostatic and developmental processes, including eye 
formation. Due to its complexity, this pathway is highly regulated at different levels. Secreted Frizzled-
related proteins (SFRPs), soluble proteins structurally related to Frizzled (Fz), compose the largest family of 
extracellular modulator of Wnt signalling. Previous work from the laboratory demonstrated that a specific 
member of the Sfrp family, Sfrp1, is strongly expressed throughout eye development in both birds and fishes, 
and contributes to the specification of the eye field within the anterior neural plate and thereafter regulates 
retina neurogenesis and retina ganglion cell axon guidance.  
Rounds of genome duplication seem to be at the basis of metazoan evolution. While the majority of 
higher vertebrates have a gene content that corresponds to two rounds of duplication, teleost fishes underwent 
an additional round, which seems to have generated in many cases sub-functionalisation or neo-
functionalisation of the resulting parolog genes. In this thesis we have asked whether the genome of the 
medaka fish (Oryzias latipes)  contains an additional olSfrp1 paralog and whether its functions are similar or 
complementary to those of the already characterized olSfrp1. We report the identification of a cDNA closely 
related to olSfrp1 that however, belongs to the related Sfrp5 subfamily as established by phylogenetic 
analysis. Similarly to olSfrp1, this gene, named olSfrp5, is strongly expressed in the developing eye but is 
additionally expressed in the midbrain and gut primordium. Morpholino-based interference with embryonic 
olSfrp5 expression causes microphthalmia and impairs tectal development. These defects are associated with 
an increase in the rate of both cell proliferation and cell death in the retinal and tectal neuroepithelium. 
Furthermore, interference with olSfrp5 levels of expression impairs the patterning of the ventral portion of 
the optic cup, leading in some cases to a ventral coloboma. These early defects are followed by an abnormal 
retinal and tectal neurogenesis. In particular, only reduced numbers of photoreceptor and RGC were 
generated. The projection of RGC axons were however normal. 
These results indicate that olSFRP5 activity is required from optic vesicle stage for the generation of 
appropriate number of retinal and tectal progenitor cells and is subsequently involved in their differentiation. 
They also indicate that olSFPR1 and olSFRP5 have only partially redundant function during eye 
development. Whether the phenotype resulting from olSfrp5 interference is the consequence of impaired 
canonical or non canonical Wnt signaling or whether additional pathways are involved still need to be 
determined. 
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urante el desarrollo embrionario las células se comunican y se coordinan entre 
ellas, consiguiendo que desde un conjunto de células indiferenciadas se generen 
órganos y tejidos. Esta información está proporcionada por diferentes 
moléculas, y entre ellas se encuentran los morfógenos, proteínas que se distribuyen en gradientes 
en el embrión. Los morfógenos se pueden definir como moléculas secretables de señalización 
celular, generadas por un grupo de células de un tejido, que se distribuyen de forma específica para 
determinar el destino de otras células sobre las que señalizan. Durante el desarrollo embrionario 
hay un gran número de proteínas secretables implicadas en la señalización celular, pero sólo unas 
pocas familias de proteínas se ajustan al concepto de morfógenos. Entre ellas se encuentran 
miembros de las familias de HH (Hedgehog), WNT (wingless), TGF (Transforming growth factor) 
o FGF (Fibroblast growth factors) (Gurdon and Bourillot, 2001; Smith and Gurdon, 2004; Tabata 
and Takei, 2004). Estas familias de moléculas señalizadoras activan cascadas intracelulares que 
controlan la transcripción de genes determinados. Además, este pequeño número de morfógenos se 
usa repetidamente durante el desarrollo de tejidos y órganos durante toda la embriogénesis. 
Algunos ejemplos de cómo los morfógenos funcionan durante el desarrollo se encuentran 
durante el establecimiento del eje anteroposterior en la placa neural anterior por proteínas de la 
familia de las glicoproteínas WNT (Wilson and Houart, 2004). También, durante la especificación 
de la identidad neuronal a lo largo del eje dorsoventral en el tubo neural, por la señalización 
antagónica de las BMP (Bone morphogenetic proteins) y SHH (Sonic Hedgehog) (Jessell, 2000; 
Lee and Jessell, 1999); o durante la especificación de la región del istmo, controlada por un 
miembro de la familia de FGF, FGF8 (Martinez, 2001). El estudio de las funciones de los 
morfógenos durante el desarrollo embrionario ha permitido conocer los mecanismos de 
señalización en los que intervienen. Además, se han descrito otras funciones en las que estas 
moléculas señalizadoras intervienen como la proliferación, supervivencia, migración celular, 
eventos de regeneración o en diferentes patologías.  
 
4.1 La vía de señalización de WNT 
 
Las glicoproteínas secretables WNT, codificadas por genes de secuencias homólogas al gen 
Wingless (Wgl) de Drosophila, forman una familia con un gran número de variadas funciones y 
activan diferentes cascadas de señalización. En la página de Internet “Wnt homepage”: 
(http://www.stanford.edu/~rnusse/Wntwindow.html) se encuentra disponible gran parte de la 
información referida a esta familia de proteínas. Las funciones de los WNT comenzaron a 
estudiarse en diferentes procesos tumorigénicos y su implicación en enfermedades humanas, y 
también durante el desarrollo embrionario. En humanos existen 19 genes, y algunos de ellos 
presentan procesamientos alternativos de sus mRNAs. 
D
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Se han realizado numerosos estudios sobre las vías de señalización mediadas por los WNT, 
mostrando un entramado complejo de señalización en el que se han descrito 3 vías de señalización 
iniciadas por estas proteínas (FIG. 1) (Gordon and Nusse, 2006; Miller et al., 1999). Estas vías de 
señalización son tres rutas no lineales y no independientes, con diversos mecanismos de interacción 
y regulación. La vía más estudiada es la vía canónica o de la β-catenina, que conlleva la 
estabilización de β-catenina citosólica, su transporte al núcleo y la inducción de la trascripción de 
genes diana utilizando como cofactores miembros de la familia TCF/LEF (T-cell transcription 
factor/lymphoid enhancer-binding factor). Funcionalmente, la sobreactivación de la vía canónica en 
embriones de Xenopus por sobreexpresión de algunos WNT, como WNT1, WNT3A, WNT8 o 
WNT8B, provoca duplicaciones del eje anteroposterior (Smith and Harland, 1991; Sokol et al., 
1991). 
Las vías no canónicas son: la vía PCP (Planar Cell Polarity) que activa a la JNK (quinasa 
de c-Jun) y promueve cambios en el citoesqueleto (Heisenberg et al., 2000); y la vía del calcio 
(Ca2+) (Slusarski and Pelegri, 2007), cuya activación origina un acúmulo de Ca2+ en el citoplasma, 
activando a la CALC (calcineurina), la CAMKII (Ca2+ calmodulina quinasa II) y la PKC (proteína 
quinasa C). Estudios funcionales han descrito que el funcionamiento de estas vías es necesario 
durante la embriogénesis para los movimientos de convergencia y extensión que se dan en la 
gástrula (Tada et al., 2002), y que la sobreactivación de estas vías no causa duplicaciones de eje en 
embriones de Xenopus (Pandur et al., 2002). 
Los receptores de los WNT son: los receptores con 7 pasos de hélice transmembrana 
Frizzled (FZ), los receptores tirosina-quinasa RYK (receptor-like tyrosine kinase) y ROR (Receptor 
tyrosine kinase-like orphan receptor), y el receptor FRL1 (Fibroblast growth factor receptor ligand 
1) (Forrester et al., 2004; Green et al., 2007; Halford and Stacker, 2001; Tao et al., 2005; Wang et 
al., 2006). 
Los receptores FZ son los que se encuentran mejor caracterizados, con 10 genes en 
humanos. Estas proteínas presentan en el extremo amino terminal un dominio extracelular rico en 
cisteínas denominado CRD (cysteine rich domain) (Gordon and Nusse, 2006; Wang et al., 2006). 
El extremo carboxilo terminal corresponde a la región intracelular y presenta dos dominios 
PDZBM (Post‐synaptic density‐95, discs‐large and zonula occludens‐1 binding motifs) de unión a 
proteínas con motivos PDZ y una región para el acoplamiento a proteínas G heterotriméricas. 
Los receptores RYK constan de diferentes dominios. En el segmento extracelular del 
receptor se encuentra un dominio WIF, relacionado a la proteína WIF-1 (Wnt inhibitor factor) con 
capacidad de unión a WNT. En el segmento citoplasmático, se encuentra un dominio catalítico 
tirosina-quinasa inactivo y un dominio PDZ (Halford and Stacker, 2001). 
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Figura 1: Mecanismos de señalización de los WNT y sus funciones durante el desarrollo  
A. Vía canónica: La unión de WNT a sus receptores FZ (pueden intervenir los correceptores LRP), o RYK provoca 
una cascada intracelular que conlleva la inhibición de la GSK3‐β (Glycogen synthase kinase 3 β), y la estabilización 
de  la  β‐catenina  que  pasa  al  núcleo  donde  se  une  a  factores  de  transcripción  como  los  TCF  permitiendo  la 
expresión de genes diana. 
B. Vía de  la PCP: La unión de WNT a su  receptor FZ provoca una cascada  intracelular que activa proteínas G 
monoméricas como Rho y Rac, que pueden tener efectos sobre el citoesqueleto celular. 
C. Vía del Calcio:  La unión de WNT a  su  receptor FZ provoca una cascada  intracelular activando  la PL‐C y  su 
mecanismo de señalización.  
Las diferentes vías de señalización pueden estar moduladas extracelularmente por proteínas como Cerberus, WIF o 
los SFRP. 
Abreviaturas:  APC,  Adenomatosis  polyposis  coli;  Ca2+,  Calcium;  CamK  II,  Ca2+/calmodulin‐dependent  protein 
kinase II; Daam1, Aishevelled associated activator of morphogenesis 1; DAG, Diacylglycerol; Dsh, Disheveled; GSK‐
3β,  Glycogen  synthase  kinase  3  β;  IP3,  Inositol  triphosphate;  LRP,  Low  density  lipoprotein  receptor‐related 
proteins;  MAP‐1B,  Microtubule  associated  protein  1B;  NFAT,  Nuclear  factor  of  activated  T‐cells;  PIP2, 
Phosphotidylinositol 4,5‐bisphosphate; PKC, Protein kinase C; PLC, Phospholipase C; Rac, Ras‐related C3 botulinum 
toxin substrate 1; Ras, Harvey rat sarcoma virus oncogene; Rho, Ras homolog; ROK, Rho‐kinase; RYK, Receptor‐like 
tyrosine  kinase;  SFRP,  Secreted  frizzled  related  proteins;  TCF,  Transcription  factor  7‐like  1a  (T‐cell  specific 
transcription factor, HMG (High mobility group)‐box); WIF, WNT inhibitor factors. 
Figura adaptada de (Bovolenta et al., 2006) 
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Otros receptores de los WNT son el receptor tirosina quinasa ROR (Receptor tyrosine 
kinase-like orphan receptor), cuya activación inhibe la vía canónica (Forrester et al., 2004; Green et 
al., 2007; Mikels and Nusse, 2006a; Mikels and Nusse, 2006b); o el receptor FRL1 (Fibroblast 
growth factor receptor ligand 1), que al unir a WNT11 también provoca la activación de la vía 
canónica (Tao et al., 2005). 
 
4.2 Modulación de la señalización de WNT 
 
La regulación de la señal mediada por los WNT se realiza a diferentes niveles. A nivel 
extracelular se encuentran proteínas que interaccionan directamente con los WNT imposibilitando 
su interacción con los receptores FZ. Estas proteínas son: Cerberus, que fue el primer inhibidor 
secretable de los WNT en identificarse (Glinka et al., 1997) y cuya sobre-expresión en Xenopus 
genera cabezas ectópicas (Bouwmeester et al., 1996); la proteína secretable WIF (WNT inhibitor 
Factor) que presenta un dominio WIF capaz de unir e inhibir a los WNT que activan la vía 
canónica (Hsieh et al., 1999); y los SFRP (Secreted Frizzled Related Proteins), que son el objeto de 
estudio de esta Tesis Doctoral y de los cuales se hablará más delante (Kawano and Kypta, 2003).  
Otros moduladores extracelulares son las proteínas Dickkopf (DKK), las cuales 
imposibilitan la interacción de los WTN con los receptores FZ al unirse a los correceptores LRP5/6 
(Lipoprotein receptor-related protein) inhibiendo la vía canónica. Por otra parte, los correceptores 
LRP actúan como reguladores de la señalización de los WNT a nivel de membrana, activando la 
vía canónica (Schweizer and Varmus, 2003) e inhibiendo la vía del Ca2+ (Tahinci et al., 2007). 
Además, el mecanismo de inhibición de los WNT por parte de DKK también puede implicar la 
formación de un complejo ternario junto a las proteínas transmembrana Kremen y LRP, induciendo 
la endocitosis de este complejo (Davidson et al., 2002; Kawano and Kypta, 2003; Mao et al., 2002).  
A nivel intracelular, los receptores FZ pueden unirse con diferentes proteínas que 
componen la cascada de señalización intracelular. La interacción de la proteína Kermit con xFZ3 
(Tan et al., 2001) activa la vía canónica, mientras que la interacción de la fosfatasa FRIED 
(Frizzled interaction and ectoderm development) con FZ8 activa las vías no canónicas (Itoh et al., 
2005). Otros moduladores intracelulares que actúan sobre la capacidad de acción de los 
correceptores LRP son las proteínas Wise, esclerostatina, CK-1γ (Casein kinase 1γ) o R-espondina 
(Quaiser et al., 2006). 
Un elemento clave para la transducción de la señal de WNT a nivel intracelular es la 
proteína Dishevelled (DSH), elemento compartido por las tres cascadas de señalización (Malbon 
and Wang, 2006). DSH actúa como una proteína de andamiaje, en la que pueden acoplarse otras 
proteínas necesarias para la regulación de la señalización mediada por los WNT. DSH consta de 
tres dominios responsables de la unión con otras proteínas: en el extremo amino terminal un 
dominio DIX (Dishevelled and Axin binding domain), en la región medial un dominio PDZ, y en el 
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extremo carboxilo terminal un dominio DEP (Dishevelled, Egl‐10, Pleckstrin domain). Entre las 
proteínas con las cuales DSH es capaz de interaccionar se encuentran quinasas, fosfatasas, 
proteínas adaptadoras, proteínas intercambiadoras de nucleótidos u otras proteínas de andamiaje 
(como la propia DSH). 
 
4.3 El desarrollo temprano del ojo en vertebrados 
 
El ojo es una estructura especializada del sistema nervioso capaz de captar la luz visible, 
transformarla a señales electroquímicas y enviar esta información mediante impulsos nerviosos a 
diferentes estructuras del cerebro para su procesamiento. Hace más de un siglo, Santiago Ramón y 
Cajal describió la estructura la retina de diferentes vertebrados (Ramón y Cajal, 1888a; Ramón y 
Cajal, 1888b; Ramón y Cajal, 1891; Ramón y Cajal, 1892a; Ramón y Cajal, 1892b) (FIG. 2), 
colocando los pilares de estudios posteriores sobre la actividad y el desarrollo del sistema visual. 
El desarrollo del ojo consta de una serie de etapas morfológicamente identificables (Chow 
and Lang, 2001) (FIG. 3). Durante la embriogénesis, la primera evidencia morfológica del 
desarrollo del ojo es la formación de los primordios ópticos, derivados de la aparente evaginación 
bilateral del tubo neural anterior que, en conjunción con movimientos morfogenéticos, forman las 
vesículas ópticas. Las vesículas ópticas crecen y entran en contacto físico con él ectodermo 
circundante (McAvoy, 1980). En este momento el intercambio bidireccional de señales entre el 
ectodermo y las vesículas ópticas produce la inducción de la placoda lente (Chow and Lang, 2001). 
A continuación, se produce una invaginación 
coordinada de la placoda de la lente y de la región 
externa de la vesícula óptica. La placoda de la 
lente invagina formando la vesícula de la lente. La 
vesícula óptica dará lugar a la copa óptica, que es 
una estructura de dos capas: la capa más interna 
dará lugar a la neurorretina (NR) y la más externa 
al epitelio pigmentado de la retina (RPE). Ambas 
estructuras se mantienen unidas al tubo neural 
Figura  2:  Esquema  de  la  estructura  de  la  retina  de  los 
mamíferos 
Dibujo delineado por Santiago Ramón y Cajal y pintado por 
Ramón  Padró,  que muestra  el  epitelio  pigmentado  de  la 
retina (A) y  los principales tipos celulares de  la retina (B): 
fotorreceptores,  células  bipolares,  células  horizontales, 
células  amacrinas,  células  ganglionares,  glía  de  Müller 
(Ramón y Cajal, 1891). 
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mediante el tallo óptico. 
La vesícula de la lente va a sufrir un proceso de engrosamiento y las células fibrosas de la 
lente proliferan y diferencian comenzando a expresar proteínas de la familia de las cristalinas, que 
se colocan de forma característica en los somas de las células, contribuyendo a la transparencia y 
propiedades refractarias de la lente adulta llamada cristalino (Lang, 2004).  
En la región ventral de la copa óptica se produce una invaginación que forma un surco 
denominado fisura óptica. La fisura óptica es una estructura temporal, y pasado un tiempo, se cierra 
al fusionarse sus bordes en la línea media ventral de la copa óptica. Esta estructura constituye el 
canal por donde los vasos sanguíneos entran al ojo y por donde discurren los axones de las células 
ganglionares de la retina (RGC, retinal ganglion cells). La región de transición situada entre la NR 
y el tallo óptico va a formar el disco óptico, por donde los axones de las RGC convergen antes de 
salir de la NR. 
Posteriormente, se producen diferentes eventos, de los que hablaremos más adelante, que incluyen 
procesos proliferativos, de diferenciación, laminación y el establecimiento de las conexiones 
nerviosas entre las propias células de la retina y también con las estructuras del cerebro. 
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4.4 Especificación molecular temprana del desarrollo del ojo 
 
Tras la inducción neural producida por proteínas de la familias de BMP, FGF, WNT y 
Notch (Chuang and Raymond, 2002; Marikawa, 2006; Stern, 2006), en la región más anterior de la 
Figura 3: Esquema del desarrollo temprano del ojo a nivel morfológico. 
El desarrollo del ojo comienza con la formación del primordio óptico en la región anterior del tubo neural (A), que 
en conjunción con movimientos morfogenéticos va a formar la vesícula óptica (B). El extremo distal de la vesícula 
óptica  invagina  para  formar  la  copa  óptica  (C),  y  determina  el  territorio  de  la  neurorretina  (NR)  y  el  epitelio 
pigmentado de  la retina  (RPE). Al mismo  tiempo el ectodermo del extremo de  la copa óptica engrosa e  invagina 
para formar la vesícula de la lente (VL). Posteriormente se produce la neurogénesis de la retina (D). Tras un proceso 
de  maduración  la  retina  la  componen  diferentes  tipos  celulares  dispuestos  en  capas  que  se  conectan 
sinápticamente entre ellas, estas células maduran para obtener un ojo funcional (E). 
Abreviaturas: INL, capa nuclear interna (inner nuclear layer); IPL, capa plexiforme interna (inner plexiform layer);L, 
lente; ONL, capa nuclear externa (outer nuclear layer); OPL, capa plexiforme externa (outer plexiform layer); RGC, 
retinal ganglion cells; SO, surco óptico; VL, vesícula de la lente. 
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placa neural se va a especificar el campo morfogenético del ojo (Barishak and Ofri, 2007; Chuang 
and Raymond, 2002). Para este fin, se necesitan diferentes señales extrínsecas e intrínsecas que 
pertenecen a unas pocas familias de proteínas (Chow and Lang, 2001; Esteve and Bovolenta, 2006) 
(FIG. 4).  
De esta forma, es necesaria la actividad de factores de transcripción del tipo homeobox, 
cuyos dominios de expresión solapan o se encuentran contenidos en el propio campo de ojo, como 
los genes Hesx1 (Homeobox expressed in ES cells 1), Six3 (Sine oculis homeobox homolog 3), 
Six6, Otx2 (Orthodenticle homeobox 2), Rx3 (Retinal homeobox 3) o Pax6 (Paired box 6) 
(Bovolenta et al., 1998; Chuang and Raymond, 2002; Kenyon et al., 2001; Loosli et al., 1998; 
Lopez-Rios et al., 1999; Oliver et al., 1995; Simeone et al., 1992; Walther and Gruss, 1991; Zuber 
et al., 2003). También son necesarios mecanismos de señalización célula a célula, mediados por la 
señalización de FGF y efrinas. Concretamente, el receptor FGFR2 y efrina B1 se coexpresan en el 
borde del campo de ojo, y podrían regular el movimiento de las células en el mismo (Moore et al., 
2004). 
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Dentro del grupo de las proteínas WNT implicadas en la especificación del campo 
morfogenético del ojo se encuentran: Wnt11, expresado en el diencéfalo y en la porción posterior 
del campo de ojo en (Heisenberg et al., 2000) o algunos de los receptores FZ, como Fz8 (Kim et 
Figura 4: Resumen de moléculas implicadas en el desarrollo del ojo
La figura muestra algunas de las proteínas implicadas en su desarrollo, tanto moléculas secretables como factores 
de transcripción  durante diferentes eventos morfogenéticos del desarrollo del ojo.  
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al., 2002; Yost et al., 1998), Fz5 (Cavodeassi et al., 2005) o Fz3 (Rasmussen et al., 2001; Shi et al., 
1998). 
Para la correcta especificación de las regiones anteriores del embrión es necesario inhibir 
parte de la señalización canónica de los WNT, permitiendo la regionalización de los diferentes 
elementos del SNC. Esto se ha evidenciado mediante el estudio de los mutantes de pez cebra 
masterblind, mutante de la Axina1 (Heisenberg et al., 2001) o headless, mutante de la proteínas 
TCF3 (represor transcripcional de los WNT) (Kim et al., 2000). Tanto Axina1 como TCF3 forman 
parte de la vía canónica y los peces mutantes de estos genes presentan defectos en la formación de 
los ojos por sobreactivación de esta vía. De forma inversa, la disminución de la actividad de la vía 
canónica mediante la sobreexpresión del inhibidor Dkk-1, genera ojos de mayor tamaño (Shinya et 
al., 2000). En concreto, se ha observado que la señalización por la vía canónica mediada por 
WNT8B/FZ8A, permite el correcto posicionamiento del campo de ojo. Así, mientras que la 
sobreactivación de esta señal inhibe la formación del campo de ojo al aumentar la actividad de la 
vía de la β-catenina, su inhibición expande el campo del ojo caudalmente hacia el diencéfalo 
anterior (Cavodeassi et al., 2005). 
Los estudios realizados en el pez cebra mutante de WNT11, silverblick, revelan que la 
señal iniciada por WNT11 al unirse a FZ5 especifica el campo de ojo, necesitándose para el 
movimiento de las células del mesoendodermo paraxial durante la gastrulación, el mantenimiento 
de la coherencia de las células dentro del territorio del campo de ojo, y la modulación negativa de 
la señalización de WNT por la vía canónica (Cavodeassi et al., 2005; Heisenberg et al., 2000; 
Ulrich et al., 2005). El análisis de la función de otro miembro de las vías no canónicas, como es 
FZ3 de Xenopus, muestra que estas vías también se encuentran activas durante la especificación del 
campo de ojo. La sobre-expresión del receptor xFZ3 provoca la expresión ectópica de marcadores 
del campo morfogenético del ojo como Pax6, Rx u Otx2, mientras que la sobre-expresión de 
formas inhibitorias de FZ3 (el dominio extracelular) o de la proteína Kermit (que se une a FZ 
funcionando como un dominante negativo), provocan una disminución del tamaño de los ojos 
(Rasmussen et al., 2001). 
 
4.5 Regionalización de las vesículas ópticas 
 
Según estudios de destino celular, las células del campo de ojo se encuentran rodeadas por 
precursores telencefálicos, anteriormente, y diencefálicos, lateral y posteriormente. Durante la 
neurulación, las células del campo de ojo convergen medialmente formando un dominio único en la 
región anterior del cerebro prospectivo. Posteriormente, las células diencefálicas se desplazan 
anteriormente por debajo del campo del ojo en la región medial, mientras que los extremos laterales 
de la placa neural se pliegan hacia la línea media y las células telencefálicas se desplazan hasta la 
línea media dorsal (England et al., 2006). Además de los movimientos morfogenéticos que se dan 
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en la placa neural anterior, las células del campo de ojo parecen contribuir de forma activa a la 
subsiguiente evaginación de las vesículas ópticas (Rembold et al., 2006). Aunque las señales que 
controlan los procesos de convergencia y la formación de las vesículas ópticas no se conocen aún, 
sí se sabe que el mesodermo precordal juega un importante papel (Li et al., 1997) mediante la 
señalización de factores de la familia de los TGF-β (transforming growth factor β), como Nodal, 
que podría inhibir la formación de tejido ocular en la línea media (Gripp et al., 2000; Gritsman et 
al., 1999; Muller et al., 2000; Sampath et al., 1998). 
El crecimiento y transformación de las vesículas ópticas a copas ópticas requiere la 
actividad de señales externas y la actividad de diferentes factores de transcripción (Adler and 
Canto-Soler, 2007). En las vesículas ópticas la especificación de la NR y del RPE se determina, 
respectivamente, por señales originadas desde la superficie del ectodermo y del mesénquima 
circundante. El patrón dorso-ventral de la copa óptica se regula por un balance de señales opuestas 
originadas en la fisura óptica y en la región dorsal de la copa óptica.  
Miembros de la familia de los FGF se expresan en la superficie del ectodermo e inducen la 
formación de la retina neural (Chow and Lang, 2001; Martinez-Morales et al., 2004). Además la 
retina neural prospectiva también expresa FGF8 y FGF9, participando en la definición del límite 
entre la neurorretina y el RPE (Vogel-Hopker et al., 2000; Zhao et al., 2001). Entre las moléculas 
importantes en la regulación del establecimiento del patrón dorsoventral se encuentran BMP4, 
expresado en la NR dorsal (Koshiba-Takeuchi et al., 2000; Trousse et al., 2001a), o SHH, 
expresado en la línea media ventral (Macdonald et al., 1995; Take-uchi et al., 2003). 
Recientemente se ha determinado que el RPE prospectivo de las copas ópticas expresa WNT que 
promueven la actividad de la vía canónica en la futura NR, y que esta señalización es necesaria 
para regular y mantener la señal de los BMP, que a su vez mantiene la identidad de la retina neural 
dorsal (Veien et al., 2008). 
La regionalización de las vesículas ópticas se caracteriza por la expresión diferencial de 
factores de transcripción, los cuales se expresan gracias a la señalización de factores secretables. En 
la NR prospectiva se expresan los genes Pax6, Rx, Lhx2 (LIM homeobox) y Chx10 (ceh-10 homeo 
domain-containing homolog), y en el RPE prospectivo se expresan Pax6, Otx1, Otx2 y Mitf 
(microphthalmia-associated transcription factor) (Chow and Lang, 2001; Martinez-Morales et al., 
2004). Entre algunos de estos factores de transcripción se establece una represión transcripcional 
recíproca que podría contribuir a compartimentar los territorios en la copa óptica, como PAX6 en la 
NR (distal) y PAX2 en el tallo óptico (proximal). Se especula que también se podría producir una 
represión transcripcional recíproca en el establecimiento de la regionalización dorso-ventral en la 
NR, con los factores PAX6-PAX2 o TBX5-cVAX (T-box transcription factor 5-Ventral anterior 
homeobox). El establecimiento del patrón naso-temporal de la NR requiere la expresión diferencial 
de otros factores de transcripción como BF1 (Forkhead box G1), BF2, SOHo1 (Sensory organ 
homeobox protein) y GH6 (H6 family homeobox 1). 
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4.6 Neurogénesis de la retina 
 
Una vez que se ha formado la copa óptica, las células de la NR presuntiva comienzan a 
proliferar y a diferenciarse en los distintos tipos neuronales. Los progenitores de la NR presentan 
movimiento nuclear intercinético, característico de los neuroepitelios (FIG. 5A) (Baye and Link, 
2007a; Baye and Link, 2007b; Messier, 1978; Messier and Auclair, 1975; Sauer, 1935; Sauer, 
1936). En las divisiones terminales de los progenitores, sus núcleos se desplazan hacia la región 
más apical, donde se produce la mitosis (fase M). Tras la división celular, una de las células hijas 
migra su núcleo hacia regiones basales del epitelio, progresando en el ciclo celular, entrando en la 
fase G1, dividiendo su DNA (fase S), y preparándose para una nueva mitosis (fase G2). La otra 
célula hija produce nuevas extensiones citoplasmáticas y desplaza su núcleo hacia las regiones más 
basales, donde sale del ciclo y se diferencia. 
La diferenciación de los diferentes tipos neuronales de la retina se realiza de forma 
secuencial. En todos los vertebrados las primeras células que se diferencian son las células 
ganglionares (RGC) (FIG. 5B). Posteriormente se diferencian el resto, aunque el orden puede 
variar según la especie. En peces parece ser el siguiente: RGC, conos, células amacrinas, 
horizontales, bipolares, glía de Müller y bastones (Hu and Easter, 1999; Kitambi and Malicki, 
2008; Stenkamp, 2007).  
En la retina la diferenciación está desencadenada por diferentes factores secretables (Chow 
and Lang, 2001). Entre estos factores se encuentran miembros de la familia de los FGF secretados 
desde el surco óptico (Martinez-Morales et al., 2005). Las RGC recién formadas promueven a su 
vez la diferenciación de otras RGC a partir de los progenitores adyacentes, gracias a la señalización 
a corta distancia, vía SHH, en una onda neurogénica en forma de abanico, desde la región 
ventronasal hasta la región dorsotemporal (FIG. 
3D) (Neumann and Nuesslein-Volhard, 2000; 
Shkumatava et al., 2004; Stenkamp, 2007; Wang et 
al., 2005). En otros vertebrados, como en el pollo 
M M M
G1
G1
S
G2
G2
S
RGC
S
G1
TiempoA
AC HC RBC
Precursores
neurales
CRGC
B
GM
Figura 5: División y neurogénesis de la retina 
A. Esquema del mecanismo de división celular en la 
NR,  mostrándose  el  movimiento  nuclear  intercinético 
característico de los neuroepitelios. 
B. Esquema  del  mecanismo  de  especificación 
neural  de  los  diferentes  tipos  celulares  de  la  retina  en 
peces. 
 
Abreviaturas: AC, células amacrinas, amacrine cells; BC, 
células  bipolares,  bipolar  cells;  C,  conos,  cones;  HC, 
células  horizontales,  horizontal  cells;  M,  mitosis,  R, 
bastones,  rods;  RGC,  células  ganglionares  de  la  retina, 
retinal ganglion cells.
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esta onda neurogénica es centrífuga desde la retina central (Prada et al., 1991). 
La especificación fenotípica de los diferentes tipos celulares requiere la actividad 
combinada de diferentes factores de transcripción: bHLH (basic helix loop hélix), como ATH5 
(Athonal homolog), HES (Hairy and enhancer of split), NeuroD (Neurogenic differentiation), 
NeuroM, NGN (neogenin homolog); factores de transcripción del tipo homeobox (como PAX6, 
SIX3, CRX (Cone-rod homeobox), OTX2, CHX10, RX) o factores del tipo forkhead (como FoxN4 
(forkhead/winged hélix transcription factor)) (Hatakeyama et al., 2001; Li et al., 2004; Lupo et al., 
2000; Ohsawa and Kageyama, 2008; Yan et al., 2005). 
Algunos componentes de las vías no canónicas de los WNT parecen estar implicados en la 
especificación y diferenciación de las células de la NR. La interferencia de la función del receptor 
FZ5 en Xenopus mediante morfolinos reduce drásticamente la especificación y la neurogénesis del 
ojo (Van Raay et al., 2005).  
En el extremo distal de la copa óptica se encuentra el margen ciliar (MC), estructura que 
formará el iris y el cuerpo ciliar posteriormente. En esta región las células expresan miembros de la 
vía canónica como Wnt2, Fz4 y Lef1 (Jasoni et al., 1999; Kubo et al., 2003; Liu et al., 2006). Tanto 
en pez cebra (Masai et al., 2005), Xenopus (Van Raay et al., 2005) o ratón (Liu et al., 2006), la 
activación de la vía canónica es necesaria para formar esta estructura. Gracias a la actividad 
continua de la vía canónica, las células mantienen un estado indiferenciado, inhibiendo la expresión 
de genes proneurales, y proliferativo, permitiendo, al menos en peces y en anfibios, la 
incorporación de nuevas células a la NR (Cho and Cepko, 2006; Denayer et al., 2008; Kubo et al., 
2005).  
La diferenciación conlleva el posicionamiento de las células en diferentes capas 
confiriendo el aspecto laminado de la NR (FIG. 3E). La capa más interna la conforman las RGC y 
una población de células amacrinas desplazadas; después se encuentra una capa intermedia 
denominada capa nuclear interna, formada por los somas de las células amacrinas, bipolares, 
horizontales y glía de Müller. Por último, se encuentra la capa nuclear externa, formada por los 
somas de los fotorreceptores. A medida que las células van diferenciando, se van produciendo las 
interconexiones neuronales entre las células para el correcto funcionamiento del ojo. 
Durante la laminación de la retina es necesaria la actividad de la vía canónica de los WNT. 
Las retinas de ratones con inactivación condicional de la β-catenina no se laminan, al afectarse la 
migración de las células diferenciadas y su posicionamiento dentro en la NR. Sin embargo, ni la 
neurogénesis ni la especificación de los diferentes tipos neuronales se altera en estos ratones (Fu et 
al., 2006). La señalización iniciada por WNT2B parece ser esencial en este proceso: las retinas de 
Xenopus en los que se sobreexpresa WNT2B se desorganizan (Ladher et al., 2000) y reagregados 
de células disociadas de NR forman estructuras laminadas al añadirse WNT2B (Nakagawa et al., 
2003). 
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4.7 Guía axonal en la vía visual 
 
La información visual se transmite desde el ojo hasta el cerebro por medio de los axones de 
las RGC. Las conexiones entre ambas estructuras se establecen durante el desarrollo mediante el 
crecimiento axonal por una ruta determinada denominada vía visual (Erskine and Herrera, 2007). 
Los axones de las RGC que se diferencian crecen por la superficie interna de la retina hacia el 
punto de salida del ojo, el disco óptico. Desde allí, los axones salen fuera del ojo constituyen el 
nervio óptico que se extiende hacia la región medial del diencéfalo ventral. En este lugar se 
encuentran los axones provenientes de ambos ojos configurando una estructura en forma de “x” 
denominada quiasma óptico. Mientras que las proyecciones axonales en peces y anfibios son todas 
contralaterales (los axones de cada ojo proyectan al lado contrario del cerebro), en humanos y ratón 
aparecen también proyecciones ipsilaterales. Posteriormente, los axones de las RGC crecen 
dorsalmente por los tractos ópticos hasta sus dianas en el cerebro: el techo óptico (TO) en peces, 
anfibios y aves, o el núcleo geniculado lateral (LGN, lateral geniculate nucleus) y el colículo 
superior en mamíferos. La ruta finaliza cuando los axones reconocen y forman sinapsis con las 
células diana apropiadas.  
La capacidad de los axones de las RGC para alcanzar sus dianas viene dada por una 
estructura especializada en su extremo más distal denominada cono de crecimiento (Erskine and 
Herrera, 2007). Los conos de crecimiento son estructuras de gran motilidad, capaces de formar 
filopodios y lamelipodios, que actúan como verdaderos órganos sensoriales. Los conos son capaces 
de detectar y responder a las diferentes moléculas guía las cuales controlan el crecimiento del axón 
(FIG. 7). Estas moléculas pueden encontrarse de forma soluble, en el medio extracelular, o 
ancladas en la membrana plasmática de otras células. La respuesta que las moléculas guía provocan 
sobre el cono de crecimiento puede ser atractiva, promoviendo el crecimiento del axón hacia una 
región determinada, o repulsiva, si dirigen el crecimiento en dirección contraria a la fuente de las 
moléculas guía. En algunos casos, estas moléculas pueden producir diferentes repuestas sobre las 
mismas neuronas. En la superficie de los conos de crecimiento existen receptores, que son 
activados por sus ligandos e inducen una cascada de señalización capaz de provocar cambios en la 
organización del citoesqueleto, y consecuentemente, en el crecimiento axonal. Algunas moléculas 
de guía axonal se expresan formando gradientes, tanto en la NR como en el TO, que permiten que 
los niveles de proteínas se traduzcan en valores posicionales que controlan las proyecciones 
retinotectales en los ejes anteroposterior y dorsoventral. De esta forma, mientras que los axones de 
las RGC dorsales crecen hasta la región ventral (lateral) del TO, los axones procedentes de la retina 
ventral de la retina lo hacen hasta la región dorsal (medial) del TO. Por otra parte, los axones de las 
RGC de la retina nasal se conectan a la región posterior del TO mientras que los axones 
provenientes de la retina temporal inervan la región anterior del TO. 
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En los últimos años se han identificado diferentes familias de proteínas evolutivamente 
conservadas con funciones de guía axonal. Algunos ejemplos de estas familias que componen 
sistemas ligando-receptor son las efrinas/Eph (McLaughlin et al., 2003; O'Leary and McLaughlin, 
2005), netrina1/Dcc/UNC5 (Barallobre et al., 2005; Hopker et al., 1999; Mann et al., 2004), 
slits/robos (Erskine et al., 2000; Plachez et al., 2008; Plump et al., 2002; Thompson et al., 2006a; 
Thompson et al., 2006b) o semaforinas/neuropilinas/plexinas (Fujisawa, 2004).  
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También se ha descrito que determinadas proteínas secretables, cuya función como 
morfógenos durante el desarrollo es bien conocida, funcionan como moléculas de guía axonal 
(Bovolenta, 2005; Sanchez-Camacho et al., 2005; Zou and Lyuksyutova, 2007). Entre ellas se 
Figura 6: Puntos clave de la acción de las moléculas guía a lo largo de la vía visual 
Las moléculas guía actúan en diferentes puntos clave de la vía visual: en la retina y la salida por el nervio óptico (A), 
por el quiasma óptico, lugar por el que los axones cruzan en su camino al cerebro (B), y en el techo óptico en donde 
se pueden establecer los mapas retinotópicos por la expresión en gradiente de moléculas guía y sus receptores en 
el techo óptico y en la retina (C‐F) 
Abreviaturas: A, anterior; D, Dorsal; N, Nasal; P, Posterior; Ryk, Receptor tyrosine kinase; Shh, Sonic hedgehog; T, 
Temporal; V, Ventral. 
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encuentra SHH (Sanchez-Camacho and Bovolenta, 2008; Trousse et al., 2001b), o miembros de las 
familias de FGF (Bovolenta, 2005; McFarlane et al., 1995) o WNT (Luo, 2006; Schmitt et al., 
2006). Concretamente, nuestro laboratorio ha demostrado que SFRP1, uno de los moduladores 
descritos del mecanismo de señalización de WNT, es capaz de funcionar como molécula de guía 
axonal de las RGC, activando una señal de forma independiente de WNT, mediante la activación 
directa del receptor FZ2 (Rodriguez et al., 2005). 
 
4.8 Los SFRP (Secreted Frizzled Related Proteins) 
 
Dentro del grupo de moduladores de la señalización de los WNT se encuentran las 
proteínas SFRP (Secreted Frizzled Related Proteins). El primer miembro que se encontró, FRZB 
(SFRP3) fue descubierto como un factor condrogénico asilado en cartílago (Hoang et al., 1996) y 
también como resultado de la búsqueda de factores dorsalizantes en Xenopus (Bouwmeester et al., 
1996) capaz de unirse a WNT8 bloqueando su señalización (Leyns et al., 1997; Wang et al., 1997a; 
Wang et al., 1997b). Posteriormente, se han caracterizado el resto de miembros de la familia de los 
SFRP, en algunos casos por su similitud a la secuencia de los receptores FZ (Rattner et al., 1997); 
por purificaciones con factores que unían los SFRP como HBFG/SC (heparin binding factor 
hepatocyte growth factor/scattered factor) (Finch et al., 1997) y en otros casos, en un contexto 
ajeno a la señalización de los WNT, siendo relacionados con la apoptosis (Melkonyan et al., 1997). 
 
4.8.1 Estructura de los SFRP 
Los SFRP presentan una estructura proteica modular con dos dominios característicos 
(Chong et al., 2002). En el extremo amino terminal tiene un péptido señal de secreción seguido de 
un dominio rico en cisteínas (CRD) y en 
el extremo carboxilo terminal un 
dominio tipo netrina (NTR) (FIG. 7). 
Ambos dominios se encuentran muy 
conservados en la evolución y presentan 
CRD NTRA
B
C
 
Figura 7: Estructura bimodular de los SFRP 
A. Esquema  de  la  estructura  de  los  SFRP.  En 
verde el dominio CRD y en rojo en dominio 
NTR. 
B. Esquema  de  la  estructura  de  los  SFRP 
mostrando  la  posición  de  los  puentes  de 
disulfuro  intra‐catenarios  (Chong  et  al., 
2002). 
C. Modelo de  la estructura terciaria de SFRP1, 
remarcando cada uno de los dominios. 
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en su secuencia un patrón de cisteínas conservadas que forman puentes de disulfuro intracatenarios 
(Chong et al., 2002). 
El dominio CRD se caracteriza por poseer 10 cisteínas que forman 5 puentes de disulfuro 
intracatenarios y también se encuentra presente en el fragmento extracelular de los receptores FZ, 
proponiéndose como el dominio de unión de las proteínas WNT (Bafico et al., 1999; Dann et al., 
2001; Lin et al., 1997). Otras proteínas que presentan este dominio son los receptores tirosina 
quinasa ROR, el transductor de la señal de SHH Smoothened, la carboxipeptidasa Z o una isoforma 
del colágeno XVIII (Rehn and Pihlajaniemi, 1995; Saldanha et al., 1998; Song and Fricker, 1997; 
Xu and Nusse, 1998). 
Tras el dominio CRD, y separados por una pequeña región de unión entre ambos, se 
encuentra el dominio NTR, caracterizado por presentar una serie de bloques de residuos 
aminoacídicos hidrofóbicos y 6 residuos de cisteínas. Este dominio se encuentra presente en otras 
proteínas como la Netrina1, las proteínas del complemento C3, C4, y C5, los inhibidores de 
proteasas TIMP (Tissue inhibitors of metalloproteinases) o las proteínas POLCE (Procollageno C-
proteinase enhancer proteins) (Banyai and Patthy, 1999). Mientras que los dominios NTR de 
SFRP1, SFRP2 y SFRP5 comparten el mismo patrón de cisteínas similar al de la Netrina1, el 
subgrupo de SFRP4 y SFRP5 lo varía, cambiando el patrón de puentes de disulfuro (Chong et al., 
2002). En estas proteínas el extremo carboxilo terminal posee una serie de segmentos con 
aminoácidos cargados positivamente que confieren a los SFRP la capacidad de unión a heparina 
(Uren et al., 2000).  
Los SFRP pueden sufrir diferentes modificaciones post-traduccionales, como 
glicosilaciones o sulfataciones, lo que podría conferir diferentes capacidades funcionales a los 
miembros de esta familia (Chong et al., 2002; Zhong et al., 2007). En concreto, la sulfatación de 
SFRP1 es inhibida por su unión a heparina, y desestabiliza parcialmente la proteína (Zhong et al., 
2007). 
 
4.8.2. La familia de proteínas SFRP 
La familia de los SFRP comprende 5 miembros en humanos. Los análisis filogenéticos 
realizados indican que SFRP1, SFRP2 y SFRP5 se encuentran muy cercanos entre ellos y que 
divergen de SFRP3 y SFRP4 que, en cambio, están relacionados entre ellos. Esta separación en dos 
grupos se refleja también en la organización genómica que presentan; mientras que SFRP1, SFRP2, 
y SFRP5 presentan tres exones cada uno (Garcia-Hoyos et al., 2004), SFRP3 y SFRP4 tienen seis 
exones. En todos los vertebrados que se han analizado se han encontrado ortólogos de todos los 
miembros de esta familia. De forma relevante, en Xenopus, pez cebra y pollo, aparece un tercer 
subgrupo compuesto por las proteínas Sizzled, Crescent and Tlc, que tienen similitudes en sus 
secuencias con el subgrupo de SFRP1-SFRP2-SFRP5, caracterizándose por tener un patrón de 
expresión muy restringido durante la gastrulación en la región anterior de los embriones (Bradley et 
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al., 2000; Collavin and Kirschner, 2003; Chapman et al., 2004; Houart et al., 2002; Pfeffer et al., 
1997; Salic et al., 1997; Yabe et al., 2003). El resto de miembros de la familia se expresan de forma 
amplia a lo largo de todo el desarrollo en el embrión. 
Hasta la fecha, no se han encontrado homólogos de los SFRP en Drosophila, aunque sí en 
otros invertebrados como el erizo de mar, (Lapraz et al., 2006), el nematodo Caenorhabditis 
elegans, la ascidia Ciona intestinalis (Hino et al., 2003) y la esponja Lubomirskia baicalensis 
(Adell et al., 2007). Además, el erizo de mar expresa una proteína relacionada a los SFRP que 
contiene un péptido señal, cuatro dominios CRD y un dominio del tipo inmunoglobulina, aunque 
carece del dominio NTR (Illies et al., 2002). 
 
4.8.3 Funciones de los SFRP 
Las investigaciones llevadas a cabo sobre estas proteínas han revelado parte de los 
mecanismos de acción por los que funcionan durante el desarrollo o en diferentes enfermedades 
(Bovolenta et al., 2008; Cadigan and Liu, 2006; Jones and Jomary, 2002; Kawano and Kypta, 
2003). Además de actuar como inhibidores de los WNT, podrían realizar otras funciones. Se ha 
descrito que son capaces de neutralizarse unos a otros (Yoshino et al., 2001), de unirse 
directamente a los receptores FZ (Bafico et al., 1999; Rodriguez et al., 2005) o de funcionar como 
moléculas de guía axonal (Rodriguez et al., 2005). También hay que sumar la capacidad que tienen 
de unirse a otras moléculas no relacionadas directamente con el mecanismo de señalización de los 
WNT, como la fibronectina (Lee et al., 2004), el ligando de RANK (Receptor activator of NF-κB 
ligand) (Hausler et al., 2004); o de actuar como inhibidores de proteasas, interfiriendo la 
señalización de los BMP (Yabe et al., 2003; Lee et al., 2006a; Muraoka et al., 2006) (Lee et al., 
2006a). La capacidad de unión de SFRP1 al motivo aminoacídico DRG, que aparece contenido en 
la proteína UNC5H3 (receptor de la netrina1) podría tener implicaciones en guía axonal (Chuman 
et al., 2004). 
Los SFRP son necesarios en el control de la homeostasis celular, y se ha observado que 
presentan alteraciones de su expresión en diferentes procesos tumorigénicos (Rubin et al., 2006), 
enfermedades del hueso (Bodine and Komm, 2006), degeneración retiniana (Jones et al., 2000) o 
enfermedades metabólicas (Berndt and Kumar, 2007). 
Parte de las funciones de los SFRP podrían explicarse por la estructura bimodular que 
presentan, debido a la capacidad de unión a otras proteínas por cada uno de los dominios, lo que ha 
llevado a proponer diferentes mecanismos de acción de estas proteínas (FIG. 8) (Bovolenta et al., 
2008). La propuesta inicial es que el dominio CRD de los SFRP se une a WNT impidiendo la unión 
de WNT al receptor FZ. Nuestro laboratorio ha determinado mediante inmunoprecipitaciones que 
el dominio NTR de SFRP1 es capaz de unirse a WNT8, mientras que el dominio CRD se une al 
receptor FZ5. Por otro lado, los ensayos de sobreexpresión realizados en oocitos de pez medaka 
muestran que el dominio NTR de SFRP1 tiene funciones similares a la proteína completa y rescata 
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el fenotipo de sobreexpresión de WNT. Estos datos sugieren que la inhibición por parte de SFRP1 
de la señalización canónica de WNT en la placa neural anterior podría ser llevada a cabo por la 
unión con el dominio NTR (Lopez-Rios et al., 2008a).  
Nuestro laboratorio también ha observado que SFRP1 puede unirse directamente al 
receptor FZ2 promoviendo una respuesta en el cono de crecimiento de las RGC (Rodriguez et al., 
2005). El mecanismo podría implicar algunos componentes de las vías no canónicas, puesto que la 
actividad neuritogénica de las RGC en cultivo se modifica como respuesta a tratamientos 
farmacológicos que promueven cambios en la concentración de cGMP (GMP cíclico) intracelular o 
por la inhibición parcial de la CamKII (Rodriguez et al., 2005); y tanto el cGMP como el Ca2+ se 
enmarcan en la señalización iniciada por la activación de FZ2 (Kuhl, 2004).  
Otra posibilidad es que puedan funcionar como transportadores de los WNT, uniéndose por 
cada dominio tanto a WNT como al receptor FZ y facilitando el inicio de la cascada de 
señalización. 
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Figura 8: 
Modelos propuestos del mecanismo de acción de los SFRP (Bovolenta et al., 2008) 
A. Antagonistas  de  la  señalización  de WNT  por  secuestro  de  éstas,  lo  que  se  traduce  en  una  reducción  de  las 
actividades de la ruta canónica y de las no canónicas. 
B. Antagonistas  de  la  señalización  deWNT  por  bloqueo  del  receptor  que  se  traduce  en  una  reducción  de  las 
actividades de la ruta canónica y de las no canónicas. 
C. Agonista de la señalización de WNT por unión al receptor y activación de las rutas no canónicas. 
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4.8.4 SFRP durante el desarrollo del ojo 
El interés de nuestro laboratorio es determinar los mecanismos moleculares que regulan el 
desarrollo temprano del ojo. Mediante una búsqueda en una librería de substracción de cDNA, se 
aisló Sfrp1 de pollo y su patrón de expresión indicaba que podía jugar un papel importante durante 
el desarrollo del ojo (Esteve et al., 2000). Como se comentó con anterioridad, la señalización de 
WNT contribuye a la regionalización de la placa neural anterior, requiriendo una contribución de la 
ruta canónica y las rutas no canónicas, y cuya modulación por los SFRP puede ser fundamental. 
Tanto en pollo como en medaka Sfrp1 se expresa en la placa neural anterior. Estudios realizados en 
el pez medaka indicaron que SFRP1 es fundamental en el establecimiento del campo 
morfogenético del ojo. La interferencia de la función mediante morfolinos reduce el dominio de 
expresión de marcadores del campo de ojo. Además, los embriones presentaban una reducción del 
eje antero-posterior, y una expansión de los marcadores telencefálicos, indicando que SFRP1 es 
necesario en la segregación de los territorios de ojo y de telencéfalo durante la formación del 
cerebro anterior (Esteve et al., 2004). 
A medida que la NR se desarrolla, Sfrp1 se expresa en un gradiente centroperiférico, y 
contribuye a la neurogénesis con un mecanismo que no requiere de la activación de la vía de la β-
catenina, actuando como una señal de diferenciación sobre el conjunto de progenitores neurales de 
la retina. En ensayos de sobreexpresión de Sfrp1 por infecciones de retrovirus en retinas de pollo se 
observaba que aumenta el número de RGC y conos, y una disminución del número de células 
horizontales (Esteve et al., 2003) 
 Los patrones de expresión de otros miembros de la familia de los SFRP, como Sfrp2 en 
ratón en la NR (Liu et al., 2003), o Sfrp5, localizado en el RPE (Chang et al., 1999) indican que 
pueden tener funciones relevantes durante el desarrollo temprano del ojo. El estudio de estas 
funciones permitirá aclarar parte del funcionamiento del mecanismo de señalización de los WNT. 
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El estudio de la formación de los ojos durante el desarrollo embrionario es uno de los ejes 
central del trabajo de nuestro laboratorio. En concreto, estamos interesados en conocer cómo 
diferentes mecanismos de señalización contribuyen al desarrollo temprano del ojo. Uno de los 
mecanismos de señalización que más se ha estudiado, y que es necesario en múltiples procesos del 
desarrollo, es el que está mediado por las proteínas secretables WNT. Estas proteínas presentan un 
entramado de señalización muy complejo, y nuestro laboratorio ha realizado importantes 
aportaciones en cuanto al conocimiento de la regulación de la señal mediada por los WNT al 
estudiar las funciones de los SFRP. Los SFRP comprenden una familia de proteínas secretables 
capaces de inhibir a los WNT al unirse directamente a ellos, o capaces de unirse a los receptores de 
los WNT, los FZ, para iniciar una cascada de transducción de señales. Nuestro laboratorio ha 
determinado que Sfrp1 es necesario durante diferentes momentos del desarrollo de los ojos, y los 
objetivos planteados en esta Tesis Doctoral se centran en el estudio de uno de los miembros de los 
SFRP en el pez medaka, durante el desarrollo de los ojos. El pez medaka, al igual que el pez cebra, 
es un sistema modelo muy accesible que permite realizar análisis funcionales de genes de forma 
rápida y sencilla. La existencia de duplicaciones génicas en los peces teleósteos nos llevó a buscar 
una posible duplicación del gen Sfrp1 en el pez medaka. Aunque no encontramos la duplicación de 
este gen, sí encontramos otro miembro de esta familia con una alta homología de secuencia y que 
identificamos como olSfrp5, y cuyo patrón de expresión auguraba un papel relevante durante el 
desarrollo de los ojos. Como parte de esta Tesis Doctoral nos propusimos los siguientes objetivos 
encaminados a estudiar su función: 
 
1. Caracterización del patrón de expresión de olSfrp5 durante el desarrollo embrionario 
 
2. Estudio de la función de olSfrp5 durante la especificación y diferenciación del ojo  
 
3. Estudio de la posible función de olSfrp5 y olSfrp1 en guía axonal 
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6.1 Modelos animales: pez medaka 
La colonia de peces fue mantenida en las dependencias del animalario del Instituto Cajal, 
CSIC. Los sistemas de acuarios son de agua dulce, con temperatura constante de 28º C y ciclos de 
14 horas de luz y 10 horas de oscuridad. El mantenimiento de los sistemas fue llevado a cabo por 
D. Isidro Dompablo García. 
La colonia de pez medaka, Oryzias latipes, de la cepa Cab, provenía originalmente del 
laboratorio del Dr. Jochen Wittbrodt, EMBL, Heidelberg (Alemania). De la misma forma también 
nos cedió la cepa mutante Heino (mutación proveniente de la cepa Kaga), carente de pigmentación. 
La línea transgénica olAth5::eGFP fue generada en la cepa mutante Henio por Dr. Filippo 
Del Bene, en el laboratorio del Dr. Jochen Wittbrodt, EMBL, Heidelberg (Alemania) (Del Bene et 
al., 2007). Esta cepa (olAth5::eGFP) fue cruzada con la cepa Cab para generar una nueva colonia 
de peces en el Instituto Cajal. 
Los estadios embrionarios se determinaron según Iwamatsu (Iwamatsu, 2004). 
 
6.2 Clonación de Sfrp5 de medaka (olSfrp5) 
Gracias a las secuencias disponibles relacionadas a olSfrp1 presentes en las bases de datos 
de Oryzias latipes (medaka) (http://dolphin.lab.nig.ac.jp/medaka), y mediante comparación con las 
secuencias genómicas de otros peces, como el pez fugu o pez globo, Fugu rubripes 
(http://genome.jgi-psf.org/Takru4/Takru4.home.html), el pez cebra, Danio rerio 
(http://www.ensembl.org/Danio_rerio/index.html) y el pez globo verde, Tetraodon nigroviridis 
(http://www.genoscope.cns.fr/extreme/tetranew), se diseñaron una batería de oligonucleótidos que 
cubrían la supuesta región codificante del gen olSfrp1 en medaka (Tabla 1). 
 
Tabla 1: Oligonucleótidos utilizados en el clonaje del cDNA de olSfrp5. 
OLIGONUCLEÓTIDO SECUENCIA (5’→3’) 
olSfrp5 Directo 1 KMSGAGTAVGACTACTAVAGC 
olSfrp5 Directo 2 ATACGACCTTCTTGAATTGC 
olSfrp5 Directo 3 CATGGCGCATGGACAAAAGAGC 
olSfrp5 Directo 4 (ATG) TGTTCTGAACTCAGAGAGGCATGGCAC
olSfrp5 Reverso 1 TAGTAACAGGTTTAAACTGG 
olSfrp5 Reverso 2 TAGACGGGCCKGTCCAGRCA 
 
Se recogieron embriones de pez medaka en estadios de vesícula y copa óptica (19 y 20, 
respectivamente), se extrajo RNA total con TRIZOL® Reagent de GibcoBRL mediante un 
protocolo estándar y se retrotranscribió para obtener el cDNA utilizando SuperScriptIITM Reverse 
Transcriptase de InvitrogenTM con el protocolo del fabricante. Se amplificaron los fragmentos de 
cDNA mediante PCR utilizando las siguientes condiciones: desnaturalización inicial 92ºC durante 
2 min, seguido de 35 ciclos de amplificación: desnaturalización a 92ºC durante 20s, anillamiento a 
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58ºC durante 60s y elongación a 68ºC durante 90s, y por último, elongación final a 68ºC durante 7 
min. 
Los fragmentos generados se resolvieron por electroforesis en geles de agarosa, se 
purificaron utilizando el kit de GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification Kit de Amersham 
Pharmacia Biotec y se clonaron en un vector de clonación de fragmentos generados por PCR, el 
pGEM®-T Vector System de Promega. Las ligaciones se transformaron mediante choque de 
calor en bacterias DH5α competentes para transformación química, se plaquearon en placas de LB-
agar con ampicilina, y se seleccionaron los clones que contenían vector e inserto por el sistema X-
Gal/IPTG. Estos clones se crecieron individualmente y sus plásmidos se purificaron mediante el kit 
Jet Quick Plasmid Miniprep Spin de Genomed. La secuenciación fue efectuada por Secugen 
S.L. 
 
6.3 Estudio filogenético 
Las secuencias utilizadas para el análisis filogenético con sus correspondientes números de 
acceso disponibles de diferentes especies de las bases de datos del NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) y del EMBL (http://www.ensembl.org/index.html) se indican en la 
tabla 2. 
El análisis de las secuencias para construir el árbol filogenético y el estudio de los 
dominios de las proteínas, se realizó con dos paquetes de programas disponibles en Internet de 
forma gratuita, el de GeneBee, Molecular Biology Server, con la herramienta TreeTop-
Phylogenetic Tree Prediction (http://www.genebee.msu.su/genebee.html) y el de EMBL-EBI, 
European Bioinformatics Institute con la herramienta ClustalW 
(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/). Las secuencias correspondientes al péptido señal se definieron 
mediante el programa en línea http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/ (Emanuelsson et al., 2007). 
El árbol filogenético se construyó mediante el software de TreeTop-Phylogenetic Tree 
Prediction (GeneBee Service). La comparación de secuencias se realizó mediante una matriz 
Dayhoff y el árbol se construyó mediante un algoritmo topológico. 
La edición de las secuencias de ADN y proteínas se realizó utilizando los programas 
Microsoft® Word® 2007 y BioEdit-Sequence-Alignment-Editor®7.0.5.3. 
(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html ). 
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Tabla 2: Secuencias utilizadas en la realización del estudio filogenético de las 
proteínas SFRP. 
Género y especie Abreviatura Gen Número de acceso del NCBI HomePage y 
link 
Ambystoma mexicanum a Sizzled AAK58842 
Caenorhabditis elegans ce Sfrp  NP_500977 
Ciona intestinalis ci 
Sfrp1-5 
Sfrp2 
Sfrp3-4ª 
Sfrp3-4b 
NP_001071964 
NP_001072004 
NP_001071812 
NP_001071813 
Danio rerio z 
Sfrp1a 
Sfrp1b 
Sfrp2 
Sfrp3 
Sfrp5 
Sizzled 
Tlc 
AAH92673 
AAI54249 
AAI24708 
NP_571018 
AAH85455 
AAO34663 
AAM92772 
Fugu rubripes f Sfrp5 NEWSINFRUP00000135897 
Gallus gallus c 
Sfrp1 
Sfrp2 
Sfrp3 
Sfrp5 
Crescent 
Sizzled 
NP_989884 
AAF27642 
NP_990103 
XP_421707 
NP_990430 
XP_415985 
Homo sapiens h 
Sfrp1 
Sfrp2 
Sfrp3 
Sfrp4 
Sfrp5 
NP_003003 
AAH08666 
AAB51298 
NP_003005 
AAB70794 
Lubomirskia baicalensis lb Sfrp CAJ77473 
Mus musculus m 
Sfrp 
Sfrp2 
Sfrp3 
Sfrp4 
Sfrp5 
AAC53145 
AAH14722 
AAC53147 
AAD12306 
NP_061250 
Oryzia latines o Sfrp1 Sfrp5 
AAS59408 
Secuencia aislada objeto de estudio 
Strongylocentrotus 
purpuratus sp 
SfrpA 
SfrpA’ 
SfrpA’’ 
XP_781087 
XP_786860 
NP_999672 
Tetraodon nigrividis tn Sfrp5 CAF98709 
Xenopus laevis x 
FrzA 
Sfrp2 
Sfrp3 
Sfrp5 
Sizzled 
Crescent 
AAD02492 
AAH44687 
AAC60113 
AAN87352 
AAF70340 
AAC15063 
Xenopus tropicalis xt Sfrp5 AAH74661 
 
6.4 Clonación de la región 5’ no traducida de olSfrp5 de medaka 
El análisis de regiones de secuencias conservadas de la región 5’ no traducida (UTR) del gen 
Sfrp5 entre diferentes especies de peces nos permitió buscar en la base de datos de DNA genómico 
del pez medaka secuencias en las que diseñar oligonucleótidos para la clonación de la región 5’ no 
traducida del mRNA de olSfrp5.  
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Se diseñaron oligonucleótidos específicos basándonos en las secuencias de la base de datos de 
DNA genómico de medaka depositadas en el NIG-DNA Sequencing Center 
(http://dolphin.lab.nig.ac.jp/medaka/index.php). Los números de acceso de las secuencias 
genómicas que incluyen el gen olSfrp5 que se utilizaron fueron: medaka-200406-scaffold8400, 
medaka-200406-scaffold12971.  
 
Tabla 3: Oligonucleótidos específicos diseñados para clonar el 5’UTR de olSfrp5 de medaka. 
OLIGONUCLEÓTIDO SECUENCIA (5’→3’) 
5’UTR olSfrp5 Reverso1 A CTTGATTTTCATCTTCAGGA 
5’UTR olSfrp5 Reverso 1 B ACCTCCTTGATTTTCATCTTC 
5’UTR olSfrp5 Reverso 2 ACTCCCTGCTTCAAAACCTTC 
5’UTR olSfrp5 Directo 1 TTGTGAGGGCAAAAGCAGGAG
5’UTR olSfrp5 Directo 2 ACTTGTTTGCTCACACATCCC 
5’UTR olSfrp5 Directo 3 TTGTTCGTAGCTCAATTGTTC 
5’UTR olSfrp5 Exón 2 Reverso GTAATGCTCCATGATGTTGTC 
5’UTR olSfrp5 Exón 2 Reverso 2 TTCAGCTCGTTGTCACATGGT 
 
Se utilizó cDNA de estadio 19 y 20, y utilizando diferentes combinaciones de oligonucleótidos 
(tabla 4) se realizaron diferentes PCR bajo las siguientes condiciones: desnaturalización inicial 
92ºC durante 3 min, seguido de 35 ciclos de amplificación: desnaturalización a 92ºC durante 10s, 
anillamiento a 55ºC durante 60s y elongación a 72ºC durante 70s, y por último, elongación final a 
72ºC durante 7 min. Los fragmentos generados, se clonaron en el vector de clonación de productos 
de PCR (pGEM-T) y se secuenciaron, tal y como se describió anteriormente. 
 
Tabla 4: Combinaciones de oligonucleótidos y productos generados en la clonación de 5’ UTR de 
olSfrp5. 
OLIGONUCLEÓTIDO SECUENCIA (5’→3’) PRODUCTO (pb) 
olSfrp5 Directo 1 5’UTR olSfrp5 Reverso 1 B 974 
olSfrp5 Directo 1 5’UTR olSfrp5 Exón 2 Reverso 2 909 
olSfrp5 Directo 2 5’UTR olSfrp5 Reverso1 A 906 
olSfrp5 Directo 2 5’UTR olSfrp5 Reverso 1 B 910 
olSfrp5 Directo 2 olSfrp5 Reverso 2 980 
olSfrp5 Directo 2 5’UTR olSfrp5 Exón 2 Reverso 870 
olSfrp5 Directo 2 5’UTR olSfrp5 Exón 2 Reverso 2 845 
 
6.5 Morfolinos 
Los morfolinos (oligonucleótidos modificados en antisentido) que se utilizaron se 
adquirieron a GeneTools, LLC, (OR, USA) y se diseñaron basándonos las secuencias obtenidas 
que habíamos clonado anteriormente de la región del 5’UTR de olSfrp5. 
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6.5.1 Morfolinos para olSfrp5 
Para el gen olSfrp5 se diseñaron 2 morfolinos (Tabla 5) en función de los parámetros 
recomendados por la compañía que los fabrica: que estén situados en torno a la posición -25, que 
tengan entre un 40 y un 60% de bases G o C, y que no den lugar a estructuras secundarias. El 
morfolino “A” (MoA) se diseñó a 9 pares de bases del ATG que codifica para la metionina 
iniciadora. El morfolino “B” (MoB) se diseñó a 18 pares de bases del ATG inicial, gracias a las 
nuevas secuencias de las que se disponía tras la clonación de la región 5’ no traducida del gen. 
Ambos morfolinos presentaban todos los parámetros recomendados por la compañía. Se diseñó un 
morfolino con 5 cambios en la secuencia (MoMissB) como control de especificidad del MoB (que 
era más eficiente para reducir la función de olSfrp5). 
 
Tabla 5: Morfolinos para olSfrp5. En gris se muestran las variaciones de la secuencia con respecto 
al morfolino control, 5 cambios como recomienda el fabricante. 
MORFOLINO SECUENCIA (5’→3’) 
MoA GTTCAGAACAGCAATTCAAGAAGGT
MoB CAGCAATTCAAGAAGGTTGTATCCA 
MoMissMoB CACCAATTGACGAAGGCTCTATCCA 
 
6.5.2 Morfolinos de Sfrp1 de medaka 
Para el gen olSfrp1 se utilizaron los morfolinos que habían sido diseñados por el Dr. Javier 
López Ríos y la Dra. Pilar Esteve (Esteve et al., 2004) (Tabla 6). El morfolino de olsfrp1 (Mo1) se 
encuentra localizado a 30 pares de bases del triplete iniciador. Como control se utilizó el morfolino 
que portaba 5 bases diferentes al anterior. 
 
Tabla 6: Morfolinos para olSfrp1 en gris se muestran las 5 variaciones de la secuencia con respecto 
al morfolino control. 
MORFOLINO SECUENCIA (5’→3’) 
MO1 CTGTGTTTGTAGGAACCTCGACTGG
MOMISS1 CTCTGTTTCTAGCAACGTGGAGTGG
6.5.3 Generación del mRNA control del morfolino de olSfrp5 
Para determinar la eficiencia del morfolino contra olSfrp5 se generó un mRNA control que 
constaba de 266 pares de bases del 5’ UTR de olSfrp5, las primeras 48 pares de bases del gen, y 
manteniendo la misma pauta de lectura, la secuencia codificante de la GFP citoplasmática. 
La clonación de estas secuencias se realizó el vector pCS2+. De forma resumida la 
estrategia de clonación se estableció mediante dos PCR, cuyos oligonucleótidos se muestran en la 
Tabla 7. En la primera se extrajo la secuencia de la GFP (772 pb) de un vector cedido 
amablemente por el laboratorio del Dr. J. Wittbrodt, utilizando las siguientes condiciones: 
desnaturalización inicial 92ºC durante 3 min, seguido de 35 ciclos de amplificación: 
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desnaturalización a 92ºC durante 30s, anillamiento a 60ºC durante 30s y elongación a 72ºC durante 
60s, y por último, elongación final a 72ºC durante 7 min. La segunda PCR generó un producto que 
portaba parte del 5’ UTR y de la región codificante de olSfrp5, añadiendo la secuencia de la diana 
de restricción Eco R-I (334 pb); las condiciones de la PCR fueron: desnaturalización inicial 92ºC 
durante 3 min, seguido de 35 ciclos de amplificación: desnaturalización a 92ºC durante 30s, 
anillamiento a 60ºC durante 30s y elongación a 72ºC durante 60s, y por último, elongación final a 
72ºC durante 7 min. 
Ambos fragmentos generados se clonaron en un vector pCR2.1® (Topo® Cloning, 
InvitrogenTM) para productos de PCR, y desde allí se clonaron en el pCS2+ aprovechando una 
diana de restricción interna Sac-I del 5’ UTR y de la GFP para mantener la pauta de lectura en la 
traducción con los 16 primeros aminoácidos de olSfrp5. 
 
Tabla 7: Oligonucleótidos para la clonación del constructo que generará el mRNA control para 
probar la eficiencia de los morfolinos de olSfrp5. 
PRIMER SECUENCIA (5’→3’) 
T7 GTAATACGACTGACTATAG 
Directo GFP AGCTTGCGAGCTCCATGGTGAG
Directo ECORI 5’ UTR GCCCGCCTGCTGCTTGAATTC 
5’ UTR olSfrp5 Reverso 2 ACTCCCTGCTTCAAAACCTTC 
 
El constructo final pCS2+-5’UTRolSfrp5-GFP, se cortó con la enzima de restricción Apa-I. 
Se purificó la digestión y se generó el mRNA 5’UTRolSfrp5-GFP, utilizando el kit de transcripción 
in vitro de mMESSAGE mMACHINE® de Ambion con la enzima SP6 RNA polimerasa de 
Roche. El RNA que se generó se purificó utilizando el kit RNeasy® Mini Kit de QIAGEN, 
eluyéndose en 50μl de H2O, se distribuyó en alícuotas guardándose a -20º C. También se cuantificó 
la concentración mediante absorbancia óptica por espectrofotometría, y se comprobó la calidad del 
mismo mediante electroforesis en un gel de RNA. 
 
6.6 Hibridaciones in situ 
 
6.6.1 Ribosondas de medaka 
Una parte de las sondas habían sido generosamente cedidas con anterioridad por el 
Laboratorio de J. Wittbrodt, EMBL, Heidelberg, (Alemania) (olAth5, olIslet, olOtx2, olPax2, 
olPax6, olPrx3, olRd y olVax2). La sonda para olSfrp1 fue generada por el Dr. Javier López Ríos y 
la Dra. Pilar Esteve. El resto de sondas (olCiclinaD1, olCrx, olMeis2.2, olp53, olp53Δ113 y olSfrp5 
se generaron a partir de productos de RT-PCR, de forma similar a la clonación de olSfrp5 tal y 
como se ha descrito con anterioridad utilizando oligonucleótidos diseñados a tal efecto (Tabla 8) y 
mediante reacciones estándar de PCR. 
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Tabla 8: Oligonucleótidos utilizados en RT-PCR para la generación de ribosondas de medaka. 
OLIGONUCLEÓTIDO SECUENCIA (5’→3’) 
olCiclina-D1 Directo1 TGGCAGAGTTCGTCTACATC 
olCiclina-D1 Directo 2 GGCGCTGAAAGTTGGTGTGT 
olCiclina-D1 Reverso 1 ACAGAAGCCAGATCCCATTTC 
olCiclina-D1 Reverso 2 GAAACTTGCGCGAAAGCTGC 
olCrx Directo TCTGTTCTCCAAGACCCGCTAC 
olCrx Reverso 1 ACTCTGTCTAGAGGACCTGGAAT
olCrx Reverso 2 AGGCTGGACAACATCAGACGAC 
olMeis2.2 Directo 1 ATCACTCTCTAACTGGGACT 
olMeis2.2 Directo 2 ATGGCGCAAAGGTACGATGA 
olMeis2.2 Reverso TTGGCAAAGACTGCAATGTC 
olp53 Directo 1 AGCCTCTTGGATAATAAATAGC 
olp53 Directo 2 CTTGGATAATAAATAGCGTA 
olp53Δ1-113 Directo 1 AGCCTCTTGGATAATAAATAG 
olp53Δ1-113 Directo 2 TGATGAAAAGGAGAAGGTTA 
olp53 Reverso 1 TCTTCTTGTAGACCGCAGTG 
olp53 Reverso 2 TTCTATGGGGCTGGTTTTTG 
 
6.6.2 Generación de sondas 
Para la generación de las sondas se digirió el DNA correspondientes con enzimas de 
restricción pertenecientes a las casas comerciales siguientes: Amersham, New England Biolabs o 
Takara, linearizándose los DNA correspondientes dejando extremos 3’ protuberantes. El DNA se 
purificó mediante el kit de GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification Kit de Amersham 
Pharmacia Biotec, y se obtuvo un DNA molde sobre el que la enzima RNA polimerasa generó 
una sonda de RNA de cadena sencilla en sentido contrario al mRNA endógeno. Dependiendo del 
vector en donde se hubieran clonado los diferentes genes, las polimerasas utilizadas serían SP6, T3 
o T7 RNA Polymerase (Roche). La solución DIG RNA Labeling Mix 10 x conc. (Roche), 
permite a la RNA polimerasa incorporar UTP marcado con digoxigenina (uno por cada 20-25 
nucleótidos que tenga que incorporar). Las sondas se detectaron utilizando un anticuerpo capaz de 
reconocer la digoxigenina del UTP, que a su vez estaba acoplado a la fosfatasa alcalina (Anti-
Digoxigenin-AP, Fab fragments de ROCHE). Las ribosondas generadas se purificaron mediante 
el RNeasy® Mini Kit de QIAGEN, se eluyeron en 40μl, se les añadió un volumen de formamida 
y se guardaron a -20º C. Además, la calidad de las ribosondas se comprobó mediante electroforesis 
de 1µl en un gel para resolver RNA. 
 
6.6.3 Hibridación in situ in toto en embriones de pez medaka 
Las hibridaciones in situ en embriones de pez medaka se hicieron según una adaptación del 
protocolo de hibridación in situ para pez cebra (Hauptmann, 1994). La modificación de este 
protocolo se refiere a los diferentes tiempos de digestión con proteinasa K de los embriones de pez 
medaka con respecto a los de pez cebra (Tabla 9). 
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Tabla 9: Tiempos de incubación con proteinasa K de embriones durante el procedimiento de 
hibridación in situ. 
Estadio Tiempo 
1-13 1-2 min 
14-16 3-4 min 
17-20 5 min 
21-24 7 min 
25-30 10-12 min
31-32 15 min 
33-34 30 min 
35 45 min 
36 60 min 
37 75 min 
38 90 min 
39 115 min 
 
Una vez realizada la detección de la sonda algunos de los embriones se montaron en 
bloques de gelatina/BSA y se cortaron en un vibratomo (Leica). Estas secciones se montaron sobre 
portaobjetos con PBS/Glicerol, se observaron utilizando óptica de contraste interferencial en un 
microscopio óptico (Leica) y se tomaron imágenes con una cámara digital (Leica). 
 
6.7 Microinyección de embriones de medaka 
Tras cruzar machos y hembras  de peces fértiles (en número de 2 y 4, respectivamente) y 
esperar 30 minutos, se recogieron los oocitos y se mantuvieron en una disolución de Yamamoto 
(NaCl, 125mM; KCl, 30mM; CaCl2, 15mM; pH 7’3). En una placa que contenía agarosa 
solidificada (1’5% en medio Yamamoto) se colocaron los oocitos fecundados dentro de carriles que 
hemos realizado con un molde de metacrilato dispuestos sobre la agarosa líquida.  
El equipo de microinyección lo componían un inyector (Eppendorf), una lupa y un 
micromanipulador (Leica).  
La solución de inyección se diluye en tampón de Yamamoto. Las inyecciones de morfolino 
se realizan en estadio de 1 o 2 células. Independientemente de aquello que se inyectara, la mezcla 
de inyección incluye un RNA de la GFP o dsRed a una concentración del de 100ng/μl que sirvió 
como control de inyección. 
Para verificar la efectividad de los morfolinos se microinyectó el mRNA 5’UTRolsfrp5-
GFP mRNA, el morfolino deseado, junto al mRNA de la dsRed como control de inyección. Estos 
embriones se dejaron desarrollar hasta estadio de copa óptica midiéndose la intensidad de la 
expresión de la GFP. La eficiencia se calculó comparando la diferencia existente de expresión entre 
embriones inyectados con este mRNA control, con o sin morfolino. Los valores se estandarizaron 
midiendo la intensidad de expresión de la dsRed que funciona como control de inyección. 
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6.8 Análisis de la proliferación celular 
La proliferación celular se estudió realizando inmunohistoquímica con un anticuerpo que 
reconoce la fosfohistona H3 (Anti-phospho-Histone H3, Mitosis Marker, Roche) (PH3). El 
protocolo que se empleó fue el suministrado por el fabricante. 
Los embriones de estadios 20, 26, 30, 34 y 35 después del proceso de inmunohistoquímica 
se montaron en bloques de gelatina/BSA y se cortaron al vibratomo. Las secciones se montaron 
sobre portaobjetos con PBS/Glicerol y se observaron en campo claro en un microscopio óptico 
(Leica) cuantificándose el número de células marcadas en cada sección. 
 
6.9 Análisis de la muerte celular 
La muerte celular se estudió mediante ensayo de TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl 
Transferase-mediated dUTP nick end labeling) utilizando el kit In Situ Cell Death Detection Kit, 
AP (Roche). Secciones de embriones cortadas al criostato se permeabilizaron en acetona a -20ºC 
durante 10 minutos, y posteriormente se siguió el protocolo suministrado por el fabricante. 
Las secciones de embriones de estadios 20, 24, 30, 34 y 35 se observaron en campo claro 
en un microscopio óptico (Leica) cuantificándose el número de células marcadas en cada sección. 
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7. RESULTADOS
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7.1 Clonación del gen Sfrp5 en el pez medaka  
 
Estudios previos realizados en nuestro laboratorio demostraron que el gen Sfrp1 en pollo se 
expresa durante el desarrollo embrionario del sistema nervioso central (Esteve et al., 2000). Esta 
expresión es similar en pez cebra (Pezeron et al., 2006; Tendeng and Houart, 2006a) y en pez 
medaka (Esteve et al., 2004), aunque durante la gastrulación en peces no se observa expresión en el 
mesodermo presomítico. Particularmente relevante, tanto en peces como en pollo, es la expresión 
en telencéfalo, copas ópticas, lente, romboencéfalo, vesículas óticas, médula espinal y somitas. Las 
diferencias de expresión entre especies no son peculiares de Sfrp1 ya que en peces, la duplicación 
del genoma (Furutani-Seiki and Wittbrodt, 2004) ha llevado en muchos casos a una división 
funcional o a una subfuncionalización de los genes parálogos. Algunos ejemplos claros en el pez 
cebra son las duplicaciones de los genes Pax2 (Pfeffer et al., 1998), Pax6 (Nornes et al., 1998), Rx 
(Bailey et al., 2004) o incluso de Sfrp1, cuyo parálogo, zSfrp1b se expresa en el sincitio de la yema 
en la región más distal de la cola del embrión (Pezeron et al., 2006; Tendeng and Houart, 2006a), 
en un dominio de expresión que diverge totalmente de la de su homólogo zSfrp1a, indicando que 
posiblemente esta duplicación ha promovido una nueva función. Debido a la diferencia de 
expresión con sus ortólogos cabía la posibilidad de que también en pez medaka existiera un gen 
parálogo a Sfrp1 (olSfrp1). Nos propusimos, por lo tanto, determinar la posible existencia de esta 
duplicación y analizar sus eventuales funciones. 
Para ello, diseñamos varios cebadores oligonucleotídicos en zonas que presentaban una 
gran conservación correspondiente a las secuencias de DNA codificantes de los dominios CRD y 
NTR entre el pez tetraodon, el pez fugu, y el pez cebra. De esta forma, mediante distintas 
reacciones de PCR a partir de mRNA procedente de embriones de pez medaka, de estadios 19 
(vesícula óptica) y 20 (copa óptica), amplificamos y  clonamos toda la secuencia codificante (319 
pb del exón 1, 78 pb del exón 2 y 327 del exón 3) de un gen relacionado a Sfrp1. 
 
7.2 Análisis filogenético de la familia de los SFRP 
 
La secuenciación y el análisis de los fragmentos obtenidos mostraron que el gen 
amplificado era diferente pero relacionado con olSfrp1. El análisis in silico realizado por 
comparación de secuencias aminoacídicas determinó que este gen presentaba los dominios 
característicos de los SFRP (FIG. 9): en el extremo amino terminal se encuentra el péptido señal de 
secreción, seguido por el dominio FZ o CRD, caracterizado por una serie de 10 cisteínas 
conservadas: C1-X9-C2-X36-C3-X8-C4-X6-C5-X7-C6-X3-C7-X6-C8-X16-C9-X8∼10-C10 (el 
superíndice muestra la posición de la cisteína en la serie y X representa el número de aminoácidos 
que hay entre una cisteína y otra). En el extremo carboxilo terminal se encuentra el dominio netrina 
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 (NTR), que también presenta cisteínas en posiciones conservadas: C1-X2-C2-X13-C3-X54-C4-X1-
C5-X47-C6). 
Para determinar la relación de este nuevo gen con el resto de miembros de la familia de los 
SFPR realizamos un análisis filogenético de todas las secuencias disponibles. En mamíferos, la 
familia de los Sfrp consta de 5 miembros (Sfrp1, Sfrp2, Sfrp3, Sfrp4 y Sfrp5). En otros organismos, 
como en pollo, Xenopus o pez cebra, se han encontrado miembros exclusivos, como Crescent, 
Sizzled o Tlc. La única duplicación descrita hasta la fecha, corresponde a Sfrp1 en pez cebra 
(Pezeron et al., 2006; Tendeng and Houart, 2006b). 
En invertebrados también se han encontrado miembros de la familia de los Sfrp: tres en 
Ciona intestinalis (Dehal et al., 2002; Hino et al., 2003), y uno en Caenorhabditis elegans, 
Strongylocentrotus purpuratus (Illies et al., 2002) y en la esponja Lubomirskia baicalensis (Adell 
et al., 2007). 
 
            1                                                                                          85 
Humano      MRAAAAAGGV RTAAL----- --ALLLGALH WAPARCEEYD YYGWQAEPL- HGRSYSKPPQ CLDIPADLPL CHTVGYKRMR LPNLL 
Ratón       MWVAWSA--- RTAAL----- --ALLLGALH GAPTRGQEYD YYGWQAEPL- HGRSYSKPPQ CLDIPADLPL CHTVGYKRMR LPNLL 
Pollo       MPRASGP--- -TGTV----- --TLALLALA LAPGEGQHYD YYGWQPESVP RGRFYGREPQ CVDIPADMQL CHDVGYKRMR LPNLL 
Xenopus     MRFQWNILAW ---------- --VNSVLLGL VLWSSAEEYD YYSWQSDNFQ NGRFYTKQSQ CIDIPSDLHL CHNVGYKKMR LPNLL 
Pez cebra   MAELKRQV-- SLTQA----- --VTLALVLL TSASSAEEYD YYSWQSDNFH SGRFYAKQPQ CVDIPADLRL CYNVGYKKMR LPNLL 
Pez medaka  MAHGQKSPRW ALTQSSFGLA LGLLLFSLLL LTIVAADEYD YYSWQSDNFH NGRFYTKQPQ CVDIPSDLRL CHNVGYKKMR LPNLL 
C Consenso                                                                    Cxxxxxxxxx Cxxxxxxxxx xxxxx 
 
            86                                                                                        170 
Humano      EHESLAEVKQ QASSWLPLLA KRCHSDTQVF LCSLFAPVCL DRPIYPCRSL CEAVRAGCAP LMEAYGFPWP EMLHCHKFPL DNDLC 
Ratón       EHESLAEVKQ QASSWLPLLA KRCHSDTQVF LCSLFAPVCL DRPIYPCRSL CEAVRAGCAP LMEAYGFPWP EMLHCHKFPL DNDLC 
Pollo       EHESMAEAKQ QASSWVPLLA KQCHADTQLF LCSLFAPVCL DRPIYPCRSL CEVVRDACAP VMESYGFPWP EMLHCGKFPS DHDLC 
Xenopus     DHETMPEVKQ QASSWVPLLA KRCHRDTQLF LCSLFAPICL ERPIYPCRSL CEVVRDSCAP VMESYGFPWP EMLNCNKFPL DNDLC 
Pez cebra   DHETMPEVKQ QAGSWVPLLA KRCHADTQVF LCSLFAPVCL DRPIYPCRSL CEAVRDSCAP VMETYGFPWP EMLQCEKFPI DNDLC 
Pez medaka  DHETMPEVKQ QAGSWVPLLA KRCHADTQVF LCSLFAPVCL DRPIYPCRSL CEAVRNSCAP VMETYGFPWP DMLTCDKFPI DNDLC 
C Consenso  xxxxxxxxxx xxxxxxxxxx xxCxxxxxxx xCxxxxxxCx xxxxxxCxxx CxxxxxxCxx xxxxxxxxxx xxxxCxxxxx xxxxC 
 
            171                                                                                       255 
Humano      IAVQFGHLPA TAPPVTKICA QCEMEHSADG LMEQMCSSDF VVKMRIKEIK IENGDRKLIG AQKKKKLLKP GPLKRKDTKR LVLHM 
Ratón       IAVQFGHLPA TAPPVTKICA QCEMEHSADG LMEQMCSSDF VVKMRIKEIK IDNGDRKLIG AQKKKKLLKA GPLKRKDTKK LVLHM 
Pollo       IAVQFGNNQA TPPPVPKICT QCEMEHKADG MMQQMCSSDF VVKMRIKEVI EENGEKRLVA AQKKK-VLKL GPLKRKDTKK MVLHM 
Xenopus     ITVQFGSKQV TQPPVTKICT QCEIEQKSET MRVQLCASDF VLRMRIKEVK IENGDRKLIA AQKKKKVLKA GKLKRKEFRK LVLYI 
Pez cebra   IPMQFSAGHV TQTPVSKVCP PCDNELKADT IMEHYCASDF ALKMKIKEAK KEKGDRKLIA AQKKKKVLKM GILRKKDLKK LTLYI 
Pez medaka  IPMQFAGNHA TLPPVPKVCP PCDNELKTDN IMEHYCASDF VLKMKIKEVK KEKGDRKLIA AQKKKKVLKQ GVLRKKDLKK LTLYI 
C Consenso                     Cx xCxxxxxxxx xxxxxCxxxx xxxxxxxxxx xxxxxxxxxx xxxxxxxxxx xxxxxxxxxx xxxxx 
 
            256                                                                         327 
Humano      KNGAGCPCPQ LDSLAGSFLV MGRKVDGQLL LMAVYRWDKK NKEMKFAVKF MFSYPCS--L YYPFFYGAAE PH 
Ratón       KNGASCPCPQ LDNLTGSFLV MGRKVEGQLL LTAVYRWDKK NKEMKFAVKF MFSYPCS--L YYPFFYGAAE PH 
Pollo       RNTGSCPCPQ LANLSGSFLV LGRKVGSRLL LLAIYPWQKH NKEMKFAVKF MFSYPCP--L YHPLLYGAGQ -H 
Xenopus     KNAASCPCPQ LDNLSGSFLI MGRKVDNKLI LTAIYKWDKK SKDMKYAVNF MYSYPCSDTI SHGTGSHLGS FR 
Pez cebra   KNGANCPCSQ LDNLGSNFLI MGRKVDQQLL LMSIHKWDKK SKELKFAIKY IKSQQCP--- -----TYHSV FQ 
Pez medaka  KNGANCPCSQ LDSLGSHFLV MGRKVDQQLL LMSIHKWDKK SKELKFAIKY MKSHQCP--- -----TYHTV FQ 
C Consenso  xxxxxCxCxx xxxxxxxxxx xxxxxxxxxx xxxxxxxxxx xxxxxxxxxx xxxxxC                   
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Figura 9: Alineamiento de las secuencias aminoacídicas de SFRP5 entre diferentes especies  
Alineamiento de algunas de  las secuencias disponibles del gen Sfrp5 realizado mediante el programa ClustalW. La 
región correspondiente al péptido señal se muestra en color amarillo, el dominio CRD en color rojo y el dominio NTR 
en  color  verde.  Los  aminoácidos en  color  azul  indican que el nivel de  conservación es mayor del 90% entre  las 
secuencias, los aminoácidos en color naranja indican que sus posiciones se encuentran conservadas entre el 50 y el 
90% en las secuencias. Por debajo de la comparación se muestra la serie consenso de cisteínas de los dominios de 
los  SFRPs:  para  el  dominio  CRD:  C1‐X9‐C2‐X36‐C3‐X8‐C4‐X6‐C5‐X7‐C6‐X3‐C7‐X6‐C8‐X16‐C9‐X8∼10‐C10  (donde  Cn 
indica la posición de la cisteína conservada, y Xn el número de aminoácidos entre las cisteínas conservadas) y para 
el dominio NTR: C1‐X2‐C2‐X13‐C3‐X54‐C4‐X1‐C5‐X47‐C6. 
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El árbol filogenético resultante de comparar las secuencias aminoacídicas del dominio 
CRD (Chong et al., 2002), puesto que son las secuencia más conservadas entre los miembros de la 
familia (FIG. 10), mostró la existencia de tres subfamilias: la subfamilia de los Sfrp1, Sfrp2, y 
Sfrp5, la subfamilia de los Sfrp4 y Sfrp3, y la subfamilia de Sizzled y Crescent.  
Este análisis también mostró que aunque el gen amplificado presentaba un 76% de 
identidad con la secuencia aminoácidica de olSfrp1, se agrupaba con las proteínas SFRP5. 
Consideramos, por lo tanto, que se trata del ortólogo de Sfrp5 en el pez medaka, y lo denominamos 
olSfrp5. 
A pesar de su divergencia evolutiva, olSfrp5 presentaba un patrón de expresión (ver 
siguiente sección) coincidente con la de olSfrp1 en el prosencefálo. Nos preguntamos, por lo tanto, 
si los dos genes podrían ejercer funciones similares. 
Figura  10:  Árbol  filogenético  de  la 
familia de los SFRPs 
Análisis  filogenético  de  la  familia  de 
los  SFRPs  obtenido  por  comparación 
de  las  secuencias  aminoacídicas 
correspondientes  al  dominio  CRD.  La 
longitud de  las  ramas es proporcional 
a  la divergencia de  las  secuencias. En 
los nodos de  las  ramas  se muestra el 
valor  del  análisis  de  remuestreo 
(bootstrapping)  para  n=1000.  La 
división  de  las  subfamilias  se  ha 
remarcándo en diferentes  colores: en 
azul  la  de  SFRP1‐2‐5,  en  rojo  la  de 
SFRP3‐4,  y en amarillo  la de  Sizzled  y 
Crescent. 
Abreviaturas:  am,  Ambystoma 
mexicanum  (ajolote);  c,  Gallus  gallus 
(pollo);  Ce,  Caenorhabditis  elegans 
(nematodo);  ci,  Ciona  intestinalis 
(ascidia);  Cr,  Crescent;  h,  Homo 
sapiens  (humano);  m, Mus  musculus 
(ratón);  ol,  Oryzias  latipes  (pez 
medaka);  S,  Sfrp;  sp, 
Strongylocentrotus  purpuratus  (erizo 
de mar); Sz, Sizzled; X, Xenopus  laevis 
(Rana de uñas africana); z, Danio rerio 
(pez cebra). 
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7.3 Patrón de expresión de olSfrp5 
 
Mediante hibridaciones in situ hemos caracterizado el patrón de expresión de olSfrp5. Para 
ello, hemos utilizando sondas de RNA que comprenden toda la región codificante del gen. También 
hemos utilizado otra ribosonda que contiene parte del 5’UTR, observando que no existía ninguna 
diferencia entre los patrones de expresión resultantes, validando así de forma independiente la 
distribución del mRNA de olSfrp5. 
olSfrp5 comienza a expresarse en el pez medaka en la región prosencefálica en estadio de 
vesícula óptica (st19) (FIG. 11A). Posteriormente, a estadios 20 y 21, la expresión de olSfrp5 se 
restringe a las vesículas ópticas y al telencéfalo (FIG. 11B, C). 
Cuando se han formado las copas ópticas (st24) (FIG. 11D), la expresión de olSfrp5 se 
restringe a la región ventral de la retina, al diencéfalo, que corresponde a la futura región 
hipotalámica y al mesencéfalo donde se formará el techo óptico. La expresión de olSfrp5 en la NR 
coincide espacial y temporalmente con el comienzo de la neurogénesis en el ojo (Masai et al., 
2000; Stenkamp, 2007) (FIG. 11F) y posteriormente (st30) (FIG. 11I) se circunscribe al disco 
óptico y a los márgenes ciliares, donde se mantiene incluso hasta después de la eclosión del 
embrión. Después de la eclosión, en el ojo se detecta expresión en el disco óptico y en la región 
interna de la capa nuclear interna (iINL), probablemente en una subpoblación de células amacrinas 
(FIG. 11G). 
A partir de estadio 30 olSfrp5 se expresa también en las capas superiores del techo óptico 
(TO), región a la cual proyectan los axones visuales y sucesivamente se extiende a todo el 
neuroepitelio del TO (FIG. 11H, I, J). Este aumento de expresión coincide espacio-temporalmente 
con la diferenciación de esta estructura (Nguyen et al., 1999) y la ramificación de las fibras 
visuales. 
Otros lugares donde observamos una abundante expresión de olSfrp5 corresponden a la 
región hipotalámica, las vesículas óticas, y el tubo digestivo anterior (FIG. 11K-M). 
Resultados previos del laboratorio demostraron que olSfrp1 participa en el establecimiento 
del campo morfogenético del ojo (Esteve et al., 2004), la neurogénesis de la retina (Esteve et al., 
2003) y también contribuye a la guía de los conos de crecimiento de las RGC (Rodriguez et al., 
2005). El patrón de expresión de olSfrp5 en ojo solapa en gran parte con el descrito para olSfrp1 
(Esteve et al., 2004), aunque este último se expresa más tempranamente en el campo morfogenético 
del ojo (Esteve et al., 2004). Nos preguntamos, por lo tanto, si olSfrp5 podría tener unas funciones 
similares a las de SFRP1 durante el desarrollo del ojo. 
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Figura 11: Patrón de expresión de Sfrp5 en el pez medaka durante el desarrollo embrionario. 
Embriones de medaka hibridados  in  toto  con  la  ribosonda  correspondiente a  toda  la  secuencia  codificante de olSfrp5 
(visiones dorsales en A, B, C, D; secciones frontales de vibratomo de embriones en E, F, G, H, J, K, L, M; visión lateral en I). 
La expresión de olSfrp5 comienza después de  la gastrulación  (st19) en  la  región prosencefálica  (A). Posteriormente se 
expresa en las vesículas ópticas y en el telencéfalo (st20‐21) (B, C). A st24, los transcritos se localizan en las copas ópticas, 
la región hipotalámica y el techo óptico (D). En el hipotálamo la expresión se mantiene con posterioridad en estadio 26 
(E) y st34 (K). Durante de  la neurogénesis (st26‐35)  la expresión se restringe desde  la región ventral de  la retina (E ) al 
disco óptico y a los márgenes ciliares (F). En st39 la expresión en el ojo se limita al disco óptico y a una subpoblación de 
células en  la  iINL En el TO  la expresión  se expande desde  la  región dorsal  (st30)  (H) hasta  la más ventral  (st35)  (I,  J). 
También expresan olSfrp5 las vesículas óticas, el tubo digestivo (L) y el páncreas (M). 
Abreviaturas: A, anterior; co, copa óptica; D, dorsal; do, disco óptico; dpf, días post‐fertilización; hp, hipotálamo;  iINL, 
inner part of  the  inner nuclear  layer  (región  interna de  la capa nuclear  interna); mc, margen ciliar; nr, neurorretina; P, 
posterior; pn, páncreas pna, placa neural anterior; rpo, región preóptica; st, estadio; t, telencéfalo; td, tubo digestivo; to, 
techo óptico; V, ventral; vo, vesícula óptica; vot, vesícula ótica. 
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7.4 Determinación de la eficacia de los distintos morfolinos 
 
Para abordar esta cuestión utilizamos una estrategia basada en la pérdida de función 
mediante la inyección de morfolinos en estadio de 2 células. Los morfolinos son oligonucleótidos 
en antisentido modificados químicamente que bloquean la traducción del mRNA de un gen y, por 
consiguiente, permiten estudiar los efectos de la disminución de los niveles de una proteína (Ekker, 
2000; Nasevicius and Ekker, 2000). Basándonos en las secuencias de olSfrp5 diseñamos dos 
morfolinos en la región 5’ UTR a 9 y 18 pb antes del codón ATG que codifica para el inicio de 
traducción del gen (FIG. 12). Comprobamos la eficiencia de los morfolino inyectando ambos por 
separado y a diferentes concentraciones junto a un mRNA resultante de la fusión de la secuencia 5’ 
UTR, los primeros doce aminoácidos de olSfrp5 y la secuencia codificante de la proteína verde 
fluorescente (eGFP) (FIG. 13A). MoA reducía la expresión de la eGFP en los embriones un 
66,51% cuando se inyectaba a 0,12mM y un 88,77% cuando se inyectaba a 0,6mM (FIG. 13B). El 
MoB reducía la expresión de la eGFP en los embriones un 65% cuando se inyectaba a 0,03mM y 
un 93,7% cuando se inyectaba a 0,3mM (FIG. 13B). Por lo tanto el MoB era más eficiente que el 
MoA, y fue el utilizado para realizar los estudios funcionales. 
 
Morfolino A
Morfolino B
Secuencia ADN
genómico
          3’ TGGAAGAACTTAACGACAAGACTTG 5’ 
 3’ ACCTATGTTGGAAGAACTTAACGAC 5’ 
5’ AAAGTTGCATTGGAAAATTTGGATACAACCTTCTTGAATTGCTGTTCTGAACCAGAGAGGCATG 3’ 
3’ TTTCAACGTAACCTTTTAAACCTATGTTGGAAGAACTTAACGACAAGACTTGGTCTCTCCGTAC 3’ 
  
 
 
Para comprobar posibles efectos inespecíficos del MoB (Eisen and Smith, 2008), 
diseñamos un morfolino con la misma secuencia que el MoB exceptuando cinco bases (MoMissB). 
La microinyección de MoMissB en oocitos de pez medaka no reducía la expresión del gen 
reportero (FIG. 13B), ni provocaba ninguna alteración fenotípica en los embriones.  
Se ha demostrado que la utilización de determinados morfolinos induce de forma 
inespecífica la expresión de olp53, una proteína implicada en apoptosis (Robu et al., 2007), en 
particular una forma truncada, denominada olp53Δ1-113, parece ser predictiva de este efecto 
inespecífico. Comprobamos, por lo tanto, que nuestro morfolino no producía efectos inespecíficos 
determinado los niveles de expresión de la forma truncada de olp53. Las hibridaciones in situ sobre 
Figura 12: Secuencias de los morfolinos en relación a la secuencia del gen olSfrp5 del pez medaka 
Morfolinos diseñados sobre la secuencia genómica del gen olSfrp5. El morfolino A (MoA), en color azul, se encuentra 
a 9 pares de bases antes del  triplete que codifica para  la metionina  iniciadora del gen, señalada en color verde. El 
morfolino B  (MoB), en  color  rojo,  fue diseñado a 18 pares de bases antes del  triplete  codificante de  la metionina 
iniciadora. 
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embriones de pez medaka inyectados con MoB en estadio de vesícula óptica (st19-20) no 
mostraron alteración ninguna de la expresión de esta forma truncada (datos no mostrados). 
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Figura 13: Los morfolinos contra olSfrp5 interfieren con su traducción. 
(A) Representación esquemática del constructo usado para testar  la eficiencia de  los morfolinos MoA y MoB para 
interferir con la traducción de olSfrp5. El constructo contenía la región 5’ no traducida del gen olSfrp5 junto a los 12 
primeros aminoácidos, y fusionado en el mismo marco de lectura la secuencia codificante de la eGFP. 
(B) Gráfica que representa el porcentaje de la expresión de la eGFP en embriones de medaka inyectados en estadio 
de 2 células. Cada columna  representa  la media de dos  inyecciones sobre, al menos, 50 embriones de medaka. La 
expresión de la eGFP se cuantifica a las 24 hpf. en la región de la cabeza del embrión mediante el programa ImageJ. La 
columna de  color  verde  representa  la  expresión de  la  eGFP  en  embriones  inyectados  con  la  construcción  control 
normalizada al 100%. El  resto de columnas  representan  la expresión de  la eGFP en embriones en  los se  inyecta el 
ARNm control y  los morfolinos a diferentes concentraciones. Nótese que el morfolino A (columnas de color rojo) es 
menos eficiente que el morfolino B (columnas de color naranja), puesto que para obtener porcentajes de expresión 
similares  se  requiere  de  una menor  concentración  de morfolino microinyectado.  El morfolino  que  tiene  5  bases 
desapareadas  (MoMiss) no reduce  la expresión de  la eGFP  (columnas de color marrón). El test estadístico utilizado 
fue el de Student (*** P<0,001). 
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7.5 Fenotipos inducidos por la pérdida de función de olSfrp5 
 
Morfológicamente la microinyección de MoB en oocitos fecundados de pez medaka 
provocaba una reducción del tamaño de los ojos y del mesencéfalo (FIG. 14). Sin embargo, el 
fenotipo era variable y en algunos casos los embriones no llegaban a terminar su desarrollo. Para 
cuantificar estos efectos calculamos el porcentaje de embriones normales, con alteraciones 
fenotípicas visibles o muertos. Para un número total de 126 embriones repartidos en dos 
inyecciones el 38% de los embriones inyectados con MoB presentaban un fenotipo claramente 
visible mientras que el 67% aparentaban tener una morfología normal; solamente el 5% de los 
embriones morían al ser inyectados con el morfolino (Tabla 10). 
 
Tabla 10. Porcentajes de fenotipos provocado por el MoB. 
MoMissMoB (0.3m; n=98) Embriones sin fenotipo 100% 
MoB (0.3mM; n=126) 
Embriones sin fenotipo 66.9% 
Embriones con fenotipo microftálmico 37.9% 
Embriones muertos 5.2% 
Tabla 10: Porcentaje del fenotipo observado en embriones de medaka inyectados con el MoB a 0’3mM transcurridas 24 
horas.  
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Figura  14:  La microinyección  del MoB 
provoca  alteraciones  morfológicas 
visibles  durante  el  desarrollo 
embrionario. 
(A‐F)  Visión  dorsal  en  campo  claro  de 
embriones de medaka  in  vivo  controles 
(A, D) e  inyectados con el MoB  (B, C, E, 
F),  en  estadio  20  (A‐C),  y  30  (D‐F).  Los 
embriones tratados con el morfolino de 
olSfrp5  presentan  un  retraso  en  el 
desarrollo  de  los  ojos  (línea  de  puntos 
negra)  (B,  C)  y  de  la  región 
mesencefálica    (línea de puntos blanca) 
(E,  F).  Las  barra  de  escala  representa 
0,1mm. 
Abreviaturas:  A,  anterior;  co,  copa 
óptica; est, estadio; ms, mesencéfalo; P, 
posterior;  to,  techo  óptico;  vl,  vesícula 
de la lente. 
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7.6 La reducción de los niveles de olSfrp5 provoca microftalmia 
 
El fenotipo más evidente que presentan los embriones microinyectados con el MoB de 
olSfrp5 es una disminución del tamaño de los ojos o microftalmia mantenida a lo largo del 
desarrollo ocular, que puede ser cuantificada midiendo el área de los ojos en diferentes estadios. El 
tamaño de los ojos de los embriones morfantes se reduce en torno al 60% comparándola con los 
embriones controles (FIG. 15). 
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Figura 15: Los embriones morfantes de Sfrp5 muestran un tamaño de ojo menor que los embriones controles. 
La  gráfica muestra  la  comparación  del  tamaño  del  ojo  entre  embriones  controles  y  embriones morfantes  para 
olSfrp5, en los estadios 20, 26, 30, 34 y 35. Cada columna representa el porcentaje del tamaño medio de un ojo (se 
cuantifican al menos 10 ojos por condición y estadio). El valor del tamaño de un ojo se calculó sumando el área de 
todas las secciones de un ojo cortadas al vibratomo con un grosor de 15 µm cada una de ellas. Se observa que los 
ojos  de  los  embriones morfantes  son  un  40% más  pequeños  que  los  embriones  controles.  El  test  estadístico 
utilizado fue el de Student (*** P<0,001). 
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7.7 olSFRP5 controla la proliferación celular durante el desarrollo de las copas ópticas 
 
Puesto que la inyección de MoB causaba alteraciones evidentes a partir de estadio de 
vesícula óptica, analizamos la expresión de varios genes implicados en el establecimiento del 
campo morfogenético del ojo (Rx3, Six3, Otx2) y de genes implicados en la formación del eje 
anteroposterior (Hnf3β, Goosecoid, Brachury) observándose que en etapas tempranas los 
embriones no sufrían alteraciones, de acuerdo con la ausencia de expresión de olSfrp5 en estos 
estadios (datos no mostrados). 
Puesto que las vesículas ópticas eran más pequeñas nos preguntamos si existía alguna 
alteración en la proliferación celular. El análisis inmunohistoquímico de fosfo-HistonaH3 (PH3) 
(FIG. 18) reveló que el número de células en fase M variaba en embriones inyectados con el MoB 
con fenotipo microftálmico con respecto a los embriones controles. 
Durante la formación de las vesículas ópticas (st20) se observa una ligera disminución de la 
proliferación celular entre los embriones controles y los embriones inyectados con el MoB (FIG. 
18A). Cuando las copas ópticas se han formado a estadio 26 los embriones tratados con el MoB 
muestran una tasa de proliferación celular ligeramente reducida respecto a los embriones controles 
(FIG. 18B, F). 
Más tarde, en los estadios 30 a 35, la NR se encuentra totalmente laminada y se han 
diferenciado los principales tipos de neuronas, y la proliferación celular se restringe a la región de 
los márgenes ciliares (MC) (FIG. 18A, C, D). En los embriones morfantes la NR no se encuentra 
bien laminada y la proliferación se mantiene por toda la NR, fundamentalmente en la región basal 
aunque también se observan células en parte de la región interna de la NR (FIG. 18A, G, H). 
Coincidente con el aumento de la proliferación celular en los embriones morfantes de 
SFRP5, el nivel de expresión de olCycD1, un marcador de progresión en el ciclo celular, parecía 
aumentado en la región del margen ciliar (14/29, 48%), con respecto a los embriones controles 
(FIG. 18E, I). 
Estos datos muestran que de forma neta la proliferación aumenta durante el desarrollo de la 
NR en los embriones inyectados con MoB, lo cual no explica el fenotipo microftálmico. 
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Figura 18: La disminución de la expresión de olSfrp5 causa variaciones en la tasa de proliferación celular durante 
el desarrollo de los ojos. 
La gráfica en (A) muestra  la comparación del número de células PH3 positivas entre el tamaño de cada retina en 
embriones controles (columnas verdes) y embriones morfantes para olSfrp5 (columnas naranjas), en los estadios20, 
26, 30, 34 y 35. Se cuantifican al menos 10 ojos por condición y estadio. El valor del tamaño de un ojo se calculó 
sumando el área de todas las secciones de un ojo cortadas con un vibratomo con un grosor de 15 µm. Se observa 
que los ojos de los embriones morfantes son un 40% más pequeños que los embriones controles. El test estadístico 
utilizado fue el de Student (*** P<0,001). La barra de error representa 0,1mm. 
B‐I. Secciones frontales de vibratomo de ojos de embriones de pez medaka controles (B‐E) y morfantes de olSfrp5 
(F‐I), en  los que  se ha  realizado una  inmunohistoquímica para PH3  (A‐C,  E‐H) o hibridados  con  la  ribosonda de 
olCyclinD1  (D,  I)  estadios  26  (B,  F),  30  (C,  G),  35  (D,  H)  y  37  (E,  I).  Nótese  como mientras  en  estadio  26  la 
proliferación se encuentra reducida en  los embriones  tratados con el MoB, a estadios 30 y 35  la proliferación es 
mayor, con algunas células postivas en posición ectópica (flechas) 
RESULTADOS 
‐55‐ 
 
7.8 Los morfantes de olSfrp5 aumentan los niveles de apoptosis durante el desarrollo 
ocular 
 
Para tratar de explicar el fenotipo microftálmico de los embriones tratados con MoB nos 
propusimos investigar si existían alteraciones en la tasa apoptótica en la retina. Para ello, 
analizamos la apoptosis mediante ensayos de TUNEL tanto en embriones controles como en 
embriones mincroinyectados con MoB. 
El análisis reveló que en los embriones morfantes existe un aumento del número de células 
en apoptosis, tanto en número total (exceptuando a st24), como referido al tamaño de la retina, 
durante todo el desarrollo ocular (FIG. 19). 
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Para comprobar que el aumento de la tasa apoptótica no es un efecto inespecífico del MoB 
realizamos un experimento de rescate del fenotipo del morfolino (FIG.20). Para ello, realizamos 
ensayos de TUNEL en embriones inyectados en diferentes condiciones:  
1. mRNA de eGFP (25ng/μl), controles, también se inyecta en el resto de condiciones. 
2. MoB (0,3mM). 
3. MoMissMoB (0,3mM), para descartar un efecto inespecífico de la inyección del 
morfolino sobre los embriones. 
4. mRNA de olSfrp5, 12,5ng/μl. 
5. MoB y mRNA-olSfrp5,  
Figura 19: Los morfantes de olSFRP5 muestran un aumento de la apoptosis durante el desarrollo de los ojos. 
La  gráfica  en  (A)  muestra  la  comparación  del  número  de  células  TUNEL  positivas  entre  embriones  controles 
(columnas de color verde) y embriones morfantes para olSfrp5 (columnas de color naranja), en los estadios 20, 24, 
30, 34 y 35. Se cuantifican los dos ojos de al menos 3 embriones de cada estadio. 
La gráfica en (B) muestra la comparación de la tasa apoptótica entre los embriones controles (columnas verde) y los 
embriones tratados con el MoB (columnas naranja). La tasa apoptótica se calcula como el número de células TUNEL 
positivas  entre  el  tamaño  total  del  ojo,  en  milímetros  cuadrados.  Se  cuantifican  los  dos  ojos  de  al  menos  3 
embriones de cada estadio. 
El test estadístico utilizado fue el de comparaciones múltiples de Student (*** P<0.001; ** P<0.01; * P<0.05) 
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La microinyección de mRNA-olSfrp5 se realizó a concentraciones muy bajas (12,5 ng/μl), 
puesto que la sobreexpresión a concentraciones mayores producía una fenocopia de la inyección 
del mRNA de olSfrp1, con una expansión muy grande del territorio de ojo y un acortamiento 
drástico del eje antero-posterior (Esteve et al., 2004). Los embriones se recogieron a estadio 19-20, 
cuando olSfrp5 comienza a expresarse. En ninguna de las condiciones hay diferencias 
estadísticamente significativas en el tamaño de los ojos de los embriones (FIG. 20A). 
El análisis de la tasa de muerte celular indica que la inyección de mRNA-olSfrp5 
disminuye la tasa de apoptosis frente a los controles, observándose un fenotipo contrario al que se 
observa con el tratamiento del morfolino. La coinyección de MoB y mRNA-olSfrp5 rescata el 
fenotipo, y los valores de tasa apoptótica se asemejan a los valores que muestran los embriones 
controles (FIG. 20B). 
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Figura 20: La  inyección del mRNA de olSfrp5 rescata el aumento de apoptosis en  los embriones tratados con el 
MoB. 
A. Gráfica que muestra el  tamaño de  los ojos de embriones controles  (en color verde),  inyectados con el MoB 
(naranja), con el MoMiss  (marrón), con mRNA‐olSfrpP5  (azul) o co‐inyectados con mRNA‐olSfrp5 y MoB  (rosa). Se 
analizaron al menos 5 embriones de cada condición. El valor del tamaño de un ojo se calculó sumando el área de 
todas  las  secciones de un ojo  cortadas  con un vibratomo  con un grosor de 15 µm. El  tamaño de  los ojos de  los 
embriones es similar en las diferentes condiciones de la inyección. 
 
B. Gráfica que muestra la variación de la tasa apoptótica en los embriones inyectados con el MoB (naranja, con el 
MoMiss (marrón), con mRNA‐olSfrp5 (azul) o co‐inyectados con mRNA‐olSfrp5 y MoB (rosa). La tasa apoptótica se 
calcula  como  el  número  de  células  TUNEL  positivas  entre  el  tamaño  total  del  ojo,  en milímetros  cuadrados.  Se 
cuantifican los dos ojos de al menos 5 embriones de cada estadio. Se observa que la inyección de MoB aumenta la 
tasa de apoptosis en  la  retina, mientras que  la  sobreexpresión de olSfrp5  la disminuye. La  inyección conjunta de 
MoB y el mRNA‐olSfrp5 produce en la retina unos niveles de apoptosis similares a la de los embriones controles. 
El test estadístico utilizado fue el de comparaciones múltiples de Tukey‐Kramer (*** P<0.001; * P<0.05). 
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7.9 La disminución de la expresión de olSfrp5 causa defectos en la regionalización de la 
copa óptica y ocasionalmente colobomas oculares 
 
Para caracterizar si la regionalización de la copa óptica se encontraba modificada en los 
embriones morfantes de SFRP5, estudiamos los patrones de expresión de genes necesarios para la 
especificación del primordio ocular. Entre ellos se encuentran los factores de transcripción del tipo 
homeobox como Pax6, Pax2 y Vax2. Como se describió en la Introducción de esta Tesis, estos 
genes son esenciales para la regionalización y la morfogénesis del ojo: Pax6 es necesario para la 
formación de las copas ópticas, y Pax2 y Vax2 para la especificación del tallo óptico. 
En los embriones morfantes, la expresión de olPax2 se modifica durante la formación de 
las copas ópticas. A st20 se expresa en la región dorsal de la retina prospectiva en vesícula óptica, 
aunque su función en esta región no es conocida, y los embriones morfantes mostraban un aumento 
de expresión en esta región (13/25, 52%) (FIG. 21A, A’, D, D’). Por su parte, olVax2 se expresa en 
la región ventral de la copa óptica, y en los embriones inyectados con MoB disminuía la presencia 
de transcritos en esta región (29/37, 78%) (FIG. 21B, E).  
En estadios más tardíos la expresión de olPax2 o olVax2, en el tallo óptico se mantenía 
disminuida (olVax2: 25/33, 75%; olPax2: 25/42, 60%), aunque se evidenciaba un aumento de la 
expresión de olPax2 en la retina dorsal en el ojo (FIG. 22).  
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Figura 21: La microinyección del MoB en pez medaka altera la expresión de genes marcadores de ojo 
Visión dorsal (A‐F) y lateral (A’, D’) de embriones de medaka a st21, donde se comparan los embriones controles (A‐C) 
con  los  inyectados  con  el MoB  (D‐F).  Los  embriones  se  han  hibridado  in  toto  con  sondas  para  los  factores  de 
transcripción olPax2 (A, D), olVax2 (B, E) y olPax6 (C, F). Comparando con los embriones controles, en los morfantes de 
olSFRP5  la expresión de olPax2 en la retina dorsal aumenta, mientras que en la retina ventral disminuye la expresión 
de olVax2. olPax6 se expresa en las copas ópticas (C), y en los embriones morfantes se reduce el dominio de expresión 
(F). La expresión de estos genes en lugares donde no se expresa olSfrp5, como en el istmo (flechas en A, D, C, F) o el 
telencéfalo (puntas de flecha en B y E) no varía en los embriones morfantes. La barra de escala representa 0,1mm. 
Abreviaturas: A, anterior; hpf, horas post‐fertilización; P, posterior; st, estadio.
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El gen olPax6 se expresa en la vesícula óptica y en el istmo, y en los embriones inyectados 
con el MoB su dominio de expresión se encuentra reducido, (13/26, 50%) (FIG. 21C, F).  
Estas alteraciones de expresión son específicas del territorio de ojo ya que la expresión de 
estos genes en los embriones morfantes en lugares donde no se expresa olSfrp5 se mantiene 
inalterada: en el istmo para olPax2 y olPax6 (FIG. 21A, C, D, F: flechas), o en el telencéfalo para 
olVax2 (FIG. 21B, E: puntas de flecha).  
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Puesto que olSfrp1 se expresa en la copa óptica de forma similar a olSfrp5, analizamos si su 
expresión se veía alterada en los morfantes de olSfrp5. En embriones inyectados con el MoB, 
olSfrp1 deja de expresarse significativamente en la NR y en las vesículas óticas (21/39, 54%) (FIG. 
23B, D), mientras que su expresión en los somitas, lugar donde no se expresa olSfrp5, se mantiene 
intacta (FIG. 23 B). 
En embriones de pez medaka en los que hemos inyectado el MoB de olSfrp5, además del 
fenotipo microftálmico (38%), aparecen colobomas oculares (~10%). Los colobomas oculares 
(Onwochei et al., 2000) son malformaciones congénitas que se caracterizan por la presencia de 
cortes, fisuras o muescas en el ojo. En algunos casos se asocian a otras alteraciones fenotípicas, 
como la microftalmia (Porges et al., 1992). Este defecto era fácilmente identificables en peces 
transgénicos olAth5::eGFP en estadios tardíos previos a la eclosión (FIG. 24A-F), ya que en estos 
Figura 22: olSfrp5 altera la especificación de la fisura óptica. 
Visiones dorsales  (A, C)  y  secciones  frontales de  vibratomo  (B, D,  E‐H)  correspondientes  a embriones de medaka 
controles (A, B, E, F) e inyectados con el MoB (C, D, G, H), en los que se ha realizado hibridaciones in situ in toto de los 
factores de transcripción olVax2 en estadio 24 (A‐D) y olPax2 en estadio 30 (E‐H). Obsérvese cómo en los embriones 
tratados con el MoB se reduce la expresión de la región ventral de la retina (C, D) y del disco óptico (G, H). Las barras 
de escala representan 0,1mm. 
Abreviaturas: A, anterior; D, dorsal; do, disco óptico; L,  lente; NR, neurorretina; P, posterior;  rv,  retina ventral; st, 
estadio; V, ventral. 
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embriones la expresión de la GFP en los axones de las RGC evidencian la desfasciculación de los 
axones asociada a la presencia de un coloboma en la región ventral de la retina.  
Puesto que olSfrp1 también se expresa en la región de la fisura óptica, y su expresión 
disminuía en embriones inyectados con el MoB (FIG. 23), nos preguntamos si suprimiendo la 
función de olSFRP1 causaríamos este mismo fenotipo. Cuando microinyectamos el morfolino de 
olSfrp1 encontrábamos fenotipos con colobomas con una frecuencia, similar a la observada en los 
morfantes de olSfrp5 (~10%) (datos no mostrados). 
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La inactivación génica de olPax2 o olVax2, que se expresan en el tallo óptico (FIG. 22A-
D) causa coloboma (Barbieri et al., 2002; Sanyanusin et al., 1995; Take-uchi et al., 2003; Weston et 
al., 2003). En embriones microinyectados con el MoB la expresión de estos genes disminuía 
(olVax2: 25/33, 75%; olPax2: 25/42, 60%), sugiriendo que la función de olSfrp5 en el tallo óptico 
podría ser facilitar la expresión de estos genes (FIG. 25E-H).  
Figura 23: La carencia de olSFRP5 afecta la expresión de olSfrp1. 
Hibridaciones in situ del gen olSfrp1 en embriones de medaka a estadio 26 (A‐D), comparando embriones controles 
(A, B), frente a embriones inyectados con el MoB (C, D). En (A) se muestra la visión dorsal de un embrión de medaka 
control en el que olSfrp1 se expresa la NR, vesículas óticas, la región situada entre el cerebro medio y posterior, y los 
somitas. En una sección al nivel señalado por la línea punteada blanca (B), se observa la expresión del gen olSfrp1 en 
la NR  y  la  región preóptica.  En  (C)  se muestra una  visión dorsal de un  embrión microinyectado  con  el MoB.  La 
expresión de olSfrp1 en  los somitas no varía. En  los ojos y  las copas ópticas,  la expresión de olSfrp1 se encuentra 
reducida.  En  (D)  se muestra  una  sección  realizada  al  nivel  indicado  por  la  línea  blanca  punteada  en  donde  no 
aparecen  transcritos  de  olSfrp1  en  los  ojos  aunque  sí  en  la  región  preóptica.  Las  barras  de  escala  representan 
0,1mm. 
Abreviaturas: A, anterior; co, copa óptica; cp, cerebro posterior; D, dorsal; L, lente; NR, neurorretina; P, posterior; 
sm, somitas; est, estadio; V, ventral; vot, vesículas óticas. 
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La expresión inicial de Pax2 y Vax2 es dependiente de la señalización mediada por SHH. 
En los morfantes de olSFPR5 los niveles de expresión de olShh no varía (datos no mostrados, 0/39, 
0%), sugiriendo que olSfrp1 y olSfrp5 podrían actuar de forma independiente de olShh sobre los 
niveles de expresión de olPax2 y olVax2. 
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Figura 24: La microinyección del morfolino de olSfrp5 provoca colobomas oculares en los embriones de medaka. 
Visión frontal por fluorescencia de embriones de pez medaka transgénicos olAth5::eGFP, en (A) un embrión control y 
en  (D) un  embrión morfante de  olSfrp5  con  coloboma  (flechas de  color blanco).  (B, C)  corresponden  a  secciones 
frontales de criostato de los embriones control y (E, F) de los morfante observándose la expresión de la eGFP de los 
axones  de  las RGC  (A, B, D,  E)  y  los  núcleos  celulares mediante  tinción  con Hoechst  (C,  F).  En  (G‐I)  se muestran 
secciones laterales de vibratomo de embriones de medaka hibridados con la ribosonda de olShh (6/12, 50% ) en un 
embrión control (G), un embrión con coloboma inyectado con el MoB (H), en donde se observa una disminución en la 
región de  las RGC. La región correspondiente a  la  fisura óptica se ha marcado con una  línea de puntos blanca. Las 
barras de escala representan 0,1mm. 
Abreviaturas: D, dorsal; QO, quiasma óptico; NO, nervio, óptico; RGC,  retinal ganlgion  cells;  st, estadio; TO,  techo 
óptico; V, ventral. 
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7.10 olSfrp5 es necesario en la diferenciación de la neurorretina 
 
Tras la formación de la copa óptica, las células de la NR aumentan su ritmo mitótico 
generándose progenitores neurales que salen de ciclo y se diferencian. La expresión de olSfrp5 
coincide espacial y temporalmente con el comienzo de la neurogénesis sugiriendo que olSfrp5 
podría tener un papel clave en este proceso.  
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El factor bHLH Atonal 5 (olAth5) se expresa en los progenitores de las RGC, y su 
expresión se expande desde la región ventronasal hasta la dorsotemporal; restringiéndose 
finalmente, a las regiones de los márgenes ciliares (FIG. 21). Los embriones morfantes presentan 
un expresión reducida de olAth5, indicando que el número de células que comienzan a 
Figura 21: La neurogénesis de  la retina se
altera    al  reducirse  la  expresión  de
olSFRP5 con el MoB. 
A‐F  Secciones frontales de vibratomo  de
hibridaciones  in  situ  del  gen  olAth5  en
embriones de medaka a estadios 24 (A‐B),
30 (C, D) y 35 (E, F) comparando embriones
controles  (A,  C,  E),  frente  a  embriones
inyectados  con  el  MoB  (B,  D,  F).  G‐H
  Visión  dorsal  de  embriones  de
medaka  olAth5::eGFP  a  estadio  26  vistos
con  fluorescencia;  comparando  un
embrión control  (G) y un embrión  tratado
con  MoB  (H).  Nótese  cómo  durante  la
onda  neurogénica  olAth5  presenta  un
dominio  de  expresión  reducido  en  los
embriones microinyectados con el MoB (A‐
D), hecho que  también se puede observar
en  los  transgénicos  olAth5::eGFP  (flechas
blancas  en  G  y  H).  Las  barras  de  escala
representan 0,1mm. 
Abreviaturas:  A,  anterior;  d,  días;  D,
dorsal;  h,  horas  post‐fertilización;  MC,
margen  ciliar;  NR,  neurorretina;  P,
posterior; st, estadio; V, ventral. 
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diferenciarse es menor (st24: 16/35, 46%; st30: 13/24, 54%). A estadios posteriores la expresión se 
mantiene en el margen ciliar. 
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En las RGC diferenciadas comienza a expresarse el factor de transcripción olIslet 2 (FIG. 
22A, B). En morfantes para olSfrp5 la expresión de olIslet2 está muy disminuida indicando una 
reducción del número de RGC frente a embriones controles (10/20, 50%) (FIG. 22C, D). 
El factor de transcripción CRX es fundamental para la especificación y diferenciación de 
los fotorreceptores. En la retina de embriones controles a estadio 40 olCrx se expresa en toda la 
capa de fotorreceptores (FIG. 22E, F). En cambio, en embriones microinyectados con el morfolino 
Figura 22: La microinyección del 
morfolino  de  olSfrp5  altera  el 
desarrollo  de  las  RGC  y  de  los 
fotorreceptores  durante  la 
diferenciación de la NR. 
Se muestran  secciones  frontales 
de  vibratomo  (A‐H,  K‐M)  y 
visiones  dorsales  (I,  J)  de 
embriones  de medaka  controles 
(A,  B,  E,  F,  I,  K,  L)  e  inyectados 
con el MoB (C, D, G, H, J, LL, M), 
e  hibridados  in  toto  con  las 
ribosondas  de  olIslet2  (A‐D), 
olCrx  (E‐H)  y  olRd  (I‐M).  El 
marcador de diferenciación para 
las  RGC  olIslet  2  (A,  ampliación 
en B),  reveló  que  los  embriones 
tratados  con  MoB  poseen  un 
menor  número  de  RGC  (C, 
ampliación  en  D).  Los 
marcadores  de  fotorreceptores 
olCrx  (E, ampliación en F) y olRd 
(I, K,  ampliación  en  L),  dejan de 
expresarse  en  los  embriones 
morfantes (G, ampliación en H, J, 
LL,  ampliación  en M),  indicando 
que  la  diferenciación  de  los 
fotorreceptores  está  alterada. 
Las barras de escala representan 
0,1mm. 
Abreviaturas:  D,  dorsal;  FR, 
fotorreceptores;  RGC,  retinal 
ganglion  cells;  st,  estadio;  V, 
ventral. 
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de olSfrp5 la expresión de olCrx se restringe a pequeños parches de la región dorsal de la retina 
(10/19, 52%) (FIG. 22G, H), indicando una disminución de la especificación de los 
fotorreceptores.  
CRX, junto a otros factores de transcripción del tipo homeobox como SIX3, OTX, y a otros 
del tipo de cremallera de leucina como NRL, son capaces de activar la expresión del gen de la 
rodopsina (rd) (Chen et al., 1997; Manavathi et al., 2007; Onorati et al., 2007; Tahayato et al., 
2003; Whitaker and Knox, 2004). La RD es la proteína iniciadora de la cascada de 
fototransducción en los bastones, y en el pez medaka se expresa en toda la capa de los 
fotorreceptores en estadios previos a la eclosión (estadio 37) (FIG. 22I, K, L). En embriones 
morfantes de olSfrp5 su expresión queda reducida a pequeños parches en las regiones más dorsales 
del ojo (estadio 37) (FIG. 22J, LL, M), confirmando una reducción en la diferenciación de los 
fotorreceptores (11/15, 73%). 
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Para determinar si otros tipos neuronales en la retina sufrían alteraciones parecidas 
analizamos la expresión de olOtx2 un marcador de células bipolares y de olPax6 y olMeis2.2 cuya 
expresión se limita a las células amacrinas y a las RGC (FIG. 23 A, B, D E, H, I). En embriones 
microinyectados con el MoB la expresión de olOtx2 desaparece de la región ventral de la NR y del 
margen ciliar (14/26, 54%) (FIG. 23C), la expresión de olPax6 aparece reducida (11/20, 55%) 
(FIG. 23 F, G), y la expresión de olMeis2.2 se reduce fundamentalmente en la retina ventral 
(17/31, 55%) (FIG. 23H-K).  
Figura 23: La disminución de la función de 
SFRP5 modifica  el  desarrollo  de  la  capa 
interna de la NR. 
Secciones  frontales  de  embriones  de 
medaka  cortados  al  vibratomo,  controles 
(A, B, D, E, H,  I) y microinyectados con el 
MoB  (C, F, G,  J, K), en  los que  realizamos 
hibridaciones in toto con  las sondas de los 
factores  de  transcripción  olOtx2  (A‐C), 
olPax6 (D‐G) y olMeis2.2 (H‐K), en estadios 
34  (A‐G)  y  37  (H‐K).  En  embriones 
controles la expresión de olOtx2 se limita a 
la  oINL  (A,  ampliación  en  B),  y  en  los 
embriones  tratados con MoB  la expresión 
ventral y  la dorsal  cercana a  la  región del 
margen  ciliar  desaparece  totalmente  (C, 
D). La expresión de olPax6 en la RGC e iINL 
(E, ampliación en F) se encuentra reducida 
en embriones morfantes  con MoB  (G, H). 
La expresión de olMeis2.2 se reduce  en la 
iINL,  sobretodo en  la  región  ventral de  la 
retina.  Las  barras  de  escala  representan 
0,1mm. 
Abreviaturas: D, dorsal;  iINL  interior  inner 
nuclear  layer;  mc,  margen  ciliar;  oINL, 
outer  inner  nuclear  layer;  RGC,  retinal 
ganglion  cells;  rv,  retina  ventral;  st, 
estadio; V, ventral. 
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7.11 SFRP5 es necesario en la formación del techo óptico 
 
 A nivel morfológico los embriones tratados con el MoB presentaban alteraciones en la 
morfogénesis del techo óptico (TO). La especificación temprana del mesencéfalo y del metencéfalo 
requiere la expresión de genes como Wnt1, o los factores de transcripción Pax2 o En2 (Engrailed 
2) (Joyner, 1996).El análisis de los embriones morfantes en estadios tempranos, cuando se 
regionaliza el sistema nervioso, no mostraba alteraciones de la expresión de Wnt1 (datos no 
mostrados) o de Pax2, (FIG. 21A, D). Para caracterizar molecularmente este defecto analizamos la 
expresión de diferentes genes en este territorio. 
La región parvocelular del TO se hace evidente a medida que sus neuronas se diferencian. 
Este proceso está marcado por la aparición de la expresión de los factores de transcripción olPrx3, 
olEmx2 o olMeis2.2 (FIG. 26A-D). En morfantes de olSfrp5, estos genes dejan de expresarse o 
reducen su expresión (olPrx3: 19/22, 86%; olEmx2: 11/21, 52%; olMeis2.2: 17/31, 55%) (FIG. 
26F-I), indicando que el desarrollo de las células del TO se encuentra alterado. 
El factor de transcripción olOtx2, cuya zona de expresión se va restringiendo desde todo el 
TO hasta la región parvocelular (FIG. 26E), en embriones microinyectados con el MoB aparece 
por todo el techo óptico (14/26, 54%), demostrando que su diferenciación se encuentra retrasada 
(FIG. 26J). 
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Decidimos estudiar si al igual que ocurría durante el desarrollo del ojo, se encontraban 
defectos en la proliferación y en la apoptosis (FIG. 27). Los resultados indican que en el 
mesencéfalo a estadios 24-26, la proliferación se encuentra ligeramente reducida en los embriones 
morfantes con respecto a los controles. Posteriormente, en los embriones controles la proliferación 
Figura 26: El techo óptico no se diferencia correctamente al disminuirse la función de olSfrp5 mediante morfolinos 
en pez medaka. 
Secciones frontales de vibratomo de embriones de medaka controles (A‐E) e inyectados con MoB (F‐J), e hibridados 
in toto con las ribosondas de olPrx3 (A, B, E, F), olEmx2 (C, G), olMeis2.2 (D, I ) y olOtx2 (E, J). Estos genes se expresan 
en los embriones controles en la zona parvocelular donde las células del techo se diferencian (A‐E). En los embriones 
tratados con el MoB mientras que olPrx3, olEmx2 y olMeis2.2 reducen su expresión (F‐I), la expresión de olOtx2 no se 
restringe a la región parvocelular. Nótese que en otras regiones del cerebro se mantienen los patrones de expresión 
de estos marcadores,  como olPrx3 en el  telencéfalo  (puntas de  flecha en F) o olPrx3 y olEmx2 en el mesencéfalo 
ventral o tegmentum (puntas de flecha en G y H). La barra de escala representa 0,1mm. 
Abreviaturas: D, dorsal; pr, polo rostral; st, estadio; te, tegmentum; tl, telencéfalo; V, ventral; zpv, zona parvocelular.
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queda restringida a los márgenes laterales, mediales y rostrales de los lóbulos del techo óptico. Los 
embriones tratados con el MoB, de forma análoga a lo que ocurría en el ojo, presentan un aumento 
de la proliferación celular (FIG. 27A). De la misma forma que ocurría en el ojo al analizar la 
expresión de olCycD1 en los márgenes ciliares, en el TO de los embriones morfantes aumentan la 
expresión de este gen (FIG. 27E, H). En lo que respecta a la apoptosis durante todos los estadios 
analizados se observan niveles mayores de apoptosis en el techo óptico de los embriones tratados 
con el morfolino que en los controles, aunque tiende a igualarse en los estadios más tardíos (FIG. 
27B).  
olCiclinaD1
st38
zmpl
E
H
Fosfo-Histona H3
G
TO
F
TO
M
o 
ol
Sf
rp
5
st30
D
↕
V
C
TO
D
zmpl
TO
st35
C
on
tro
l
zmpm zmpm
zmpl
zmpm
st38st30 st35
0
5
10
15
20
25
st26 st30 st34 st35
N
úm
er
o 
de
 c
él
ul
as
 P
H
H
3A
 p
os
it
iv
as
/ 
 
10
0 
μm
²
Estadio
Tasa proliferativa del techo óptico
Control
MoB
0
0,5
1
1,5
2
2,5
3
st24 st30 st34 st35
N
úm
er
o 
de
 c
él
ul
as
 T
U
N
EL
 p
os
it
iv
as
/ 
10
0 
μm
²
Estadio
Tasa apoptótica del techo óptico
Control
MoB
A B
***
***
*
* *
Figura 27: La proliferación y  la apoptosis se modifican en  los morfantes de SFRP5 durante el desarrollo del techo 
óptico. 
La gráfica en A muestra la comparación de la tasa proliferativa entre embriones controles (columnas de color verde) y 
embriones morfantes para olSfrp5 (columnas de color naranja), en los estadios st26, st30, st33 y st35. Se cuantifican 
secciones mediales de los dos lóbulos del TO de al menos 3 embriones de cada estadio. La tasa proliferativa se calcula 
como  el  número  de  células  PH3  positivas  entre  el  área  del  TO.  Se  puede  observar  que  en  los  embriones 
microinyectados con el MoB en estadios tempranos  la tasa de proliferación se encuentra reducida  (st26), mientras 
que en los más tardíos aumenta con respecto a los controles (st30‐35). La barra de escala representa 0,1mm. 
La gráfica en B muestra la comparación de la tasa apoptótica entre los embriones controles (columnas verdes) y los 
embriones tratados con el MoB (columnas naranja) en estadios 24 (1d 20h), 30, 34, y 35. La tasa apoptótica se calcula 
como el número de células TUNEL positivas entre el área de la sección del TO. Se cuantifican una sección medial de 
los dos lóbulos del TO de al menos 3 embriones de cada estadio.El test estadístico utilizado en ambos casos es el de 
Student (*** P < 0.001; * P < 0.05).  
C, D, F, G, son secciones frontales de vibratomo de la inmunohistoquímica para PH3 positivas comparando embriones 
controles  (C, D)  y morfantes  de  SFRP5  (F, G)  en  estadios  30  (C,  F)  y  35  (D, G).E  y H  son  secciones  frontales  de 
vibratomo en los que hemos realizado una hibridación in situ para el gen olCiclinaD1 en estadio 38, comparando un 
embrión control (E) y un morfante de SFRP5 (H). Se puede observar el aumento de expresión en las regiones mediales 
y laterales del lóbulo del TO en el embrión tratado con MoB. 
Abreviaturas: d, días; D, dorsal; h, horas post‐fertilización; st, estadio; TO,  techo óptico; V, ventral; zmpl, zona del 
margen proliferativo lateral; zmpm, zona del margen proliferativo medial.
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Por lo tanto, olSFRP5 parece ser necesario para el desarrollo del mesencéfalo y la correcta 
diferenciación del techo óptico, puesto que el tratamiento con el morfolino causa apoptosis, lo que 
explica que sea más pequeño que en los embriones controles. 
 
7.12 Los morfantes de olSfrp1 pero no los de olSfrp5 presentan alteraciones en las 
proyecciones de los axones de las RGC 
 
En estudios anteriores habíamos determinado que SFRP1 funciona como molécula de guía 
axonal para las RGC en pollo y Xenopus (Rodriguez et al., 2005). Ya que olSfrp1 (FIG. 28) y 
olSfrp5 se expresa durante el desarrollo del ojo en alguno lugares importantes en la formación de la 
vía visual como el disco óptico (FIG. 28), no preguntamos si estas moléculas podrían ejercer un 
papel similar también en el pez medaka. 
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Para ello, microinyectamos morfolinos de olSfrp1 y olSfrp5 en peces trasngénicos 
olAth5::eGFP (FIG. 29A) y analizamos los fenotipos de guía axonal resultantes descartando con 
antelación los embriones con alteraciones en la especificación del establecimiento del patrón 
embrionario. 
La microinyección del morfolino de olSfrp5 no provocaba alteraciones en las proyecciones 
retinotectales, señalando que olSFRP5 no está implicado en la guía de los axones de las RGC (FIG. 
29B). Tampoco se encontraron en embriones inyectados con el MoMissMoB, que se utilizaron 
como control (datos no mostrados). 
Sin embargo, la microinyección del morfolino de olSfrp1 en embriones olAth5::eGFP sí 
provocaba defectos en las proyecciones retino-tectales (26/62, 41%). La mayoría de estos defectos 
Figura 28: olSfrp1 se expresa durante el desarrollo ocular. 
Secciones  frontales de vibratomo de embriones de pez medaka que  se han hibridado  in  toto  con  la  ribosonda de 
olSfrp1  (A‐C). olSfrp1 se expresa en el disco óptico a estadio 33  (A), en  las RGC y el margen ciliar a estadio 35  (B, 
ampliación en C). La barra de escala representa 0,1mm. 
Abreviaturas: D, dorsal; do, disco óptico; mc, margen  ciliar; RGC,  retinal ganglion  cells  (células ganglionares de  la 
retina); st, estadio; V, ventral.  
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(17/26, 65%) correspondían a proyecciones anormales hacia las regiones anteriores en las vesículas 
telencefálicas (fenotipo 1) (FIG. 29). 
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Un segundo defecto se caracteriza por proyecciones anormales a la altura del disco óptico. 
En un 27% de los morfantes de olSFRP1, los axones, tras su salida por el disco óptico, crecen 
alrededor del ojo (fenotipo 2, 7/26) (FIG. 30). 
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Figura  29:  La  reducción de  la  función 
de olSfrp1  altera  las  proyecciones de 
los axones de las RGC (1)  
Visiones  frontales por  fluorescencia  in 
vivo  de  embriones  de  pez  medaka 
transgénicos  olAth5:eGFP,  en  un 
embrión  control  (A),  un  embrión 
morfante  de  olSfrp5  (B),  y  embriones 
morfantes para olSfrp1 con  fenotipo 1 
(C,  D).  En  embriones  controles  y 
tratados  con MoB  las  trayectorias  de 
los axones de las RGC son normales (A, 
B).  En  embriones  inyectados  con  el 
morfolino  de  olSfrp1  algunos  axones 
proyectan  hacia  las  vesículas 
telencefálicas  (puntas de  flecha, C, D). 
La barra de escala representa 0,1mm. 
Abreviaturas: A, anterior; D, dorsal; P, 
posterior; QO,  quiasma  óptico;  retinal 
ganglion  cells  (células ganglionares de 
la retina); st, estadio; TO, techo óptico; 
V, ventral. 
Figura  30:  La  reducción de  la  función 
de olSfrp1  altera  las  proyecciones de 
los axones de las RGC (2)  
Visiones  frontales  (A, C) y  laterales  (B, 
D) in vivo de embriones de pez medaka 
transgénicos olAth5:eGFP controles (A, 
B) e  inyectados con Mo1 con  fenotipo 
2 (C, D). El fenotipo 2 se caracteriza por 
presentar un defecto en la salida de los 
axones por el ojo, rodeándolo (flechas, 
C  y D). En  (C)  se muestra un embrión 
con este defecto que además presenta 
fenotipo 1 (punta de flecha). Las barras 
de escala representan 0,1mm. 
Abreviaturas: A, anterior; P, posterior; 
st, estadio; TO, techo óptico. 
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En sólo dos embriones encontramos dos fenotipos diferentes: en uno las fibras no llegaban 
al techo óptico y en el otro los axones se acumulaban en el disco óptico (FIG. 31). Ninguno de  
estos fenotipos fueron observados tras la inyección con un morfolino control con cinco bases 
desapareadas para olSfrp1 (datos no mostrados). 
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Para asegurarnos que este fenotipo era un efecto directo de olSFRP1 sobre el crecimiento 
axonal, y no a un defecto secundario a la reducción o especificación de las RGC, llevamos a cabo 
hibridaciones in situ para el gen olIslet-2, que se expresa en las RGC y otras regiones del sistema 
nervioso central (FIG. 32D, E). En embriones que presentaban fenotipo de guía axonal la 
expresión de olIslet-2 era normal (FIG. 32F, G). Por lo tanto, estos datos apuntarían a que 
olSFRP1 podría tener un efecto directo sobre los conos los axones de las RGC. 
Figura 31: La reducción de la función de olSfrp1 altera las proyecciones de los axones de las RGCs (y 3)  
Secciones frontales de criostato de embriones de pez medaka transgénicos olAth5:eGFP a nivel del ojo, observadas 
por  fluorescencia,  donde  se  observan  las  proyecciones  de  los  axones  desde  las  RGCs;  comparando  embriones 
controles (A, B) e inyectados con Mo1 con fenotipo 3 (C, D). Nótese la acumulación de axones anterior a su salida 
por el disco óptico (punta de flecha, C). La tinción nuclear con Hoescht (B, D) revela que la estructura laminada de la 
NR se encuentra correctamente. La barra de escala representa 0,1mm. 
Abreviaturas: D, dorsal; RGC, retinal ganglion cells (células ganglionares de la retina); NO, nervio óptico; st, estadio; 
V, ventral.  
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8. DISCUSIÓN 
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8.1 El estudio del gen Sfrp5 en vertebrados 
 
El trabajo realizado en esta Tesis Doctoral se ha centrado en estudiar el papel de la proteína 
SFRP5 durante el desarrollo en el pez medaka en dos estructuras en las que se expresa 
abundantemente: el ojo y el techo óptico (TO). Tanto en el pez cebra como en el pez medaka, Sfrp5 
se expresa durante el desarrollo del ojo, TO, hipotálamo o en el tubo digestivo prospectivo. 
Además, la expresión de Sfrp5 en el sistema nervioso solapa en parte con la de Sfrp1, 
fundamentalmente en el ojo, TO e hipotálamo (Tendeng and Houart, 2006b), sugiriendo cierta 
redundancia funcional de estos genes en estos territorios. En otros organismos no se ha descrito 
expresión de Sfrp5 ni en la neurorretina (NR) ni en el TO, indicando que en estos organismos otros 
miembros de la familia de los SFRP podrían ser los encargados de realizar funciones equivalentes. 
Si bien, durante el desarrollo del ojo, en humano y en ratón, Sfrp5 sí se expresa en el epitelio 
pigmentado (RPE) (Chang et al., 1999), aunque no se conoce cuál es la función en este territorio. 
En el pez medaka no hemos observado expresión de olSfrp5 durante la gastrulación en la 
placa neural anterior o en el campo morfogenético del ojo (en donde el parálogo olSfrp1 se expresa 
y se necesita para formar el campo de ojo (Esteve et al., 2004)) y sólo en ratón se ha encontrado 
expresión de Sfrp5 tan temprana en el endodermo visceral anterior (AVE) (Finley et al., 2003). Los 
estudios realizados con ratones k.o. indican que SFRP5 junto a SFRP1 y SRFP2 son fundamentales 
para la formación del eje antero-posterior, postulándose que podrían regular tanto la vía canónica 
como las vías no canónicas. Aunque el ratón k.o. de SFRP5 no presenta defectos aparentes (Leaf et 
al., 2006), probablemente debido a la expresión redundante de inhibidores de los WNT en el AVE 
(Kemp et al., 2005), tanto el ratón triple k.o. de SFRP1-SFRP2-SFRP5, como el ratón doble k.o. de 
SFRP1-SFRP2 presentan defectos en la formación del tronco y en somitogénesis (Satoh et al., 
2006; Satoh et al., 2008), aunque en los ratones triple k.o. estos defectos aparecen más 
tempranamente que en los ratones doble k.o., indicando que la función de SFRP5 es requerida 
anteriormente. 
Fuera del sistema nervioso la expresión de Sfrp5 en la región anterior del tubo digestivo se 
encuentra conservada en ratón, en la región que va a formar el hígado (Finley et al., 2003), y en 
Xenopus (Pilcher and Krieg, 2002). Recientemente se ha descrito que en Xenopus SFRP5 es 
fundamental para inhibir la señalización de WNT, tanto la vía de la β-catenina, como la vía de la 
PCP, siendo necesario para la especificación y morfogénesis de las células que dan lugar al tubo 
digestivo anterior (Li et al., 2008). 
Nuestros estudios tratan de explicar la función de este gen durante la formación del ojo y 
del TO, mediante la disminución de la expresión de este gen con morfolinos en el pez medaka. A 
nivel morfológico, el efecto fenotípico visible de los embriones morfantes es la microftalmia y la 
disminución del tamaño del TO. Los datos funcionales que se conocen de SFRP5 (Chang et al., 
DISCUSIÓN 
‐73‐ 
     
1999; Li et al., 2008) sugieren que esta proteína durante el desarrollo del ojo y del TO podría 
modular tanto las vías canónicas como las no canónicas de los WNT. 
 
8.2 SFRP5 podría modular los niveles de apoptosis durante el desarrollo del ojo y del TO 
 
Tanto el fenotipo microftálmico como la reducción del tamaño del TO de los morfantes de 
SFRP5 pueden explicarse por un aumento de los niveles de apoptosis (FIG. 19, 27), sugiriendo que 
SFRP5 podría funcionar como un factor antiapoptótico necesario para controlar el crecimiento de 
las copas ópticas y del TO. 
Diferentes observaciones apoyan el hecho de que algunos miembros de la familia de los 
SFRP regulan la apoptosis, tanto positiva como negativamente. Cuando se identificaron por 
primera vez los SFRP, entre otras, se las describió como proteínas secretables relacionadas con la 
apoptosis, denominadas SARP (Secreted apoptosis related protein) (Melkonyan et al., 1997). En 
cultivos, SFRP2 (SARP1) protege de la apoptosis a células de adenocarcinoma de pulmón 
sometidas a estímulos proapoptóticos como TNF (Tumor Necrosis Factor) o ceramidas; mientras 
que SARP2 (SFRP1) tiene el efecto contrario, promoviendo muerte celular. Durante el desarrollo 
del romboencéfalo en aves parece que SFRP2 funciona como un protector de la apoptosis. La 
expresión de Sfrp2 en los rombómeros pares (r2, r4 y r6) protege a las células de entrar en muerte 
celular programada (MCP) (Ellies et al., 2000). A diferencia de estos datos SFRP2 también puede 
desempeñar un papel proapoptótico en las uniones interdigitales durante la formación de las 
extremidades posteriores ya que los ratones k.o. de Sfrp2 presentan sindactilia o polisindactilia, con 
niveles reducidos de muerte celular programada (Ikegawa et al., 2008).  
El mecanismo por el que SFRP5 como modulador de la señal de WNT podría regular la 
apoptosis durante el desarrollo del ojo y del TO es desconocido. Diferentes estudios, 
fundamentalmente realizados con líneas celulares tumorales, muestran que el efecto antiapoptótico 
de los SFRP implicaría la inhibición de la señalización por las vías no canónicas (Ellies et al., 
2000; Lee et al., 2006; Melkonyan et al., 1997) o la activación de la vía de la β-catenina (Dufourcq 
et al., 2002; Gehmert et al., 2008; Roth et al., 2000). Estos datos sugieren que SFRP5 podría 
modular la apoptosis durante el desarrollo del ojo de la misma forma. El análisis del estado de la 
activación de las vías de WNT en los morfantes de SFRP5 permitirá dilucidar este mecanismo. 
Interesantemente, la prevención de la apoptosis por parte de los SFRP podría no limitarse 
al mecanismo de señalización de WNT sino también a otros mecanismos de señalización celular. 
La búsqueda en una librería de péptidos de fagos ha revelado que SFRP1 se une con alta afinidad a 
un motivo peptídico (L/V-VDGRWL/V), ausente en las secuencias aminoacídicas de los WNT y de 
los receptores FZ, pero presente en proteínas como Unc5H3 (Chuman et al., 2004). Unc5H3 
(Uncoordinated 5 homolog 3) es uno de los receptores de la molécula de guía axonal Netrina1, y 
tanto en ratón como en Xenopus se expresa durante el desarrollo del ojo (Anderson and Holt, 2002; 
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Engelkamp, 2002). La activación de Unc5H3 promueve la supervivencia celular e incluso 
proliferación (Lee et al., 2007), mientras que cuando no une ningún ligando promueve apoptosis 
(Arakawa, 2004; Llambi et al., 2001). Una posible especulación es que SFRP5 interaccione con 
Unc5H3 protegiendo a las células de entrar en apoptosis durante el desarrollo del ojo. 
 
8.3 SFRP5 es necesario para la neurogénesis de la retina y del TO 
 
En los embriones morfantes de olSfrp5 se aprecia una reducción del número de neuronas 
diferenciadas tanto en la retina como en el TO (FIG. 22, 23), sugiriendo que olSfrp5 puede tener 
un papel clave durante la neurogénesis de ambas estructuras. 
Como se explicó en la Introducción, la señalización de FGF en el tallo óptico es 
fundamental para que las células salgan de ciclo y comiencen la diferenciación de las RGC en la 
retina (Martinez-Morales et al., 2005), y SHH es necesario en la progresión de la diferenciación de 
estas células (Neumann and Nuesslein-Volhard, 2000). En los embriones morfantes no se han 
encontrado alteraciones de la expresión de estos genes (datos no mostrados), indicando que el 
mecanismo por el cual SFRP5 facilita la neurogénesis es independiente de estas señales.  
Con anterioridad, nuestro laboratorio describió que SFRP1 podría funcionar como una 
señal de diferenciación sobre el conjunto de progenitores neurales, implicando un mecanismo 
independiente de la vía de la β-catenina (Esteve et al., 2003). En el pez medaka olSFRP5 podría 
tener una función parecida, permitiendo la salida de ciclo y la diferenciación de los neuroblastos. 
Los experimentos de ganancia de función en pollo muestran un aumento de las RGC y de los 
fotorreceptores (Esteve et al., 2003), mientras que de forma contraria, en los morfantes de olSfrp5 
la diferenciación de estos tipos neuronales disminuyen drásticamente (FIG. 22).  
En el TO no se conocen las señales inductoras de la neurogénesis, pero la escasa 
diferenciación presente en los morfantes de SFRP5 muestra que podría funcionar de manera similar 
que en la NR. 
Por otra parte, durante el desarrollo de las copas ópticas, la activación de la vía canónica es 
necesaria para la formación de los márgenes ciliares (MC). En peces esta estructura contiene 
células progenitoras capaces de dar lugar a todos los tipos neuronales de la retina (Cho and Cepko, 
2006; Kubo et al., 2003; Kubo et al., 2005; Liu et al., 2003; Liu et al., 2007). El análisis de los 
embriones morfantes sugiere indica que en estas regiones hay un aumento de la proliferación 
celular. De esta forma, SFRP5 podría actuar como un regulador negativo de la actividad de la vía 
canónica de los WNT en el MC. La reducción de la expresión de olSfrp5 sobreactivaría la señal de 
la vía canónica en esta región, aumentando el número de células que entran en mitosis. 
También existe un aumento de la tasa proliferativa durante el desarrollo del TO. Durante la 
morfogénesis del TO existen dos etapas con altos niveles de proliferación celular: la primera ocurre 
cuando se ha especificado el territorio, y junto a diferentes movimientos morfogenéticos que se dan 
DISCUSIÓN 
‐75‐ 
     
en el mesencéfalo, permite la formación de los lóbulos del TO. La segunda etapa ocurre 
posteriormente, cuando las células del TO se han diferenciado, encontrándose altos niveles de 
proliferación en los bordes rostrales, mediales y laterales (Nguyen et al., 1999). El análisis de peces 
cebra trasngénicos TOPdGFP (que expresan la GFP como gen reportero bajo el control del 
promotor de elementos de respuesta a la β-catenina) muestra actividad de la vía canónica durante 
todo el desarrollo del TO (Dorsky et al., 2002). Por lo tanto, SFRP5 podría modular la actividad de 
la vía canónica en las regiones marginales, de la misma forma que ocurría en los MC de la NR. 
 
8.4 SFRP5 es necesario en la regionalización dorsoventral de la copa óptica, favoreciendo 
la expresión de genes implicados en el cierre de la fisura óptica 
 
En embriones tratados con MoB la región ventral de las copas ópticas no se especifica 
correctamente, lo que sugiere que SFRP5 puede tener un papel en la regionalización de la NR. En 
peces, la señalización mediada por proteínas WNT provenientes del RPE prospectivo permite el 
mantenimiento de la identidad dorsal de la NR durante el desarrollo de las copas ópticas. La 
actividad de la vía canónica en el RPE permite el mantenimiento de la señalización por los BMP en 
la retina dorsal, durante la regionalización de las copas ópticas (Veien et al., 2008). SFRP5 se 
convierte en un buen candidato para modular la vía canónica desde la región ventral de la copa 
óptica durante la regionalización de la misma. 
En los morfantes, la expresión de factores de transcripción como Pax2 y Vax2 se reduce en 
la región ventral de la retina (FIG. 21, 22), ocasionando esporádicamente colobomas oculares 
(FIG. 24). Los colobomas oculares son provocados por defectos en la especificación ventral de la 
NR (Onwochei et al., 2000; Warburg, 1993); y suelen estar asociados a fenotipos microftálmicos 
(Gregory-Evans et al., 2004; Onwochei et al., 2000). En humanos mutaciones de PAX2 causa 
colobomas (Al-Gazali et al., 2000; Sanyanusin et al., 1995), y en otros modelos animales 
alteraciones de la expresión de PAX2, o de otros factores de transcripción homeobox como los 
pertenecientes a la familia VAX, producen este fenotipo (Barbieri et al., 2002; Take-uchi et al., 
2003). Nuestros datos indican que SFRP5 es necesario para que estos genes se expresen 
correctamente. Aunque la expresión de Vax2 y de Pax2 es dependiente de la señal de SHH desde la 
línea media ventral (Take-uchi et al., 2003), no hemos observado alteraciones en la expresión de 
Shh en los embriones morfantes de Sfrp5, indicando que el mecanismo por el que SFRP5 es 
requerido para la expresión Pax2 y Vax2 es independiente de la señalización de SHH.  
 
8.5 SFRP1 participa en la guía de los axones de las RGC, SFRP5 no  
 
En nuestro laboratorio describimos que en pollo uno de los miembros de la familia de los 
SFRP, SFRP1, se expresa en puntos cruciales de la vía visual, como en la salida del nervio óptico, 
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alrededor de la región del quiasma óptico y en la porción inicial del tracto óptico, y funciona como 
molécula de guía axonal de los axones de las RGC (Rodriguez et al., 2005). La adición de la 
proteína SFRP1 sobre conos de crecimiento de RGC de Xenopus en ensayos de giro del cono de 
crecimiento, modificaba sus trayectorias (Rodriguez et al., 2005). Este efecto sobre los conos de 
crecimiento es dependiente de las moléculas presentes en el medio extracelular, generando sobre 
los cono una respuesta atractiva si se crecen sobre fibronectina, o repulsiva, si se crecen sobre 
laminina. Experimentos in vivo sobre cerebros de Xenopus expuestos a la adición de SFRP1 
indican que los conos de crecimiento de los axones de las RGC modificaban sus recorrido hacia el 
techo óptico. El hecho de que SFRP5 en el pez medaka se expresara también en puntos clave de la 
vía visual como en el disco y en el techo óptico, hacía suponer que esta proteína pudiera tener 
funciones de guía axonal.  
Por ello analizamos la formación de la vía visual en embriones olAth5::eGFP reduciendo la 
expresión de SFRP5 con morfolinos. También analizamos los morfantes de SFRP1 para comprobar 
que, efectivamente, esta proteína funcionaba como molécula de guía axonal. Nuestros datos 
mostraron que la disminución de la expresión de SFRP1 causaba alteraciones en la guía de los 
axones de las RGC en embriones olAth5::eGFP (FIG. 29-31). Puesto que SFRP1 es necesario en 
diferentes etapas del desarrollo ocular, se tuvo especial cuidado en no afectar la formación del 
campo de ojo ni de las RGC. Para ello, se inyectó el morfolino para SFRP1 a bajas concentraciones 
y realizamos hibridaciones in situ del marcador olIslet-2 (FIG. 32), mostrando que el desarrollo de 
las RGC era similar en los embriones controles. Los resultados de estos experimentos muestran dos 
tipos de defectos de guía axonal en la salida del ojo y en la subida por el tracto óptico hasta el TO. 
En Xenopus el efecto sobre los conos de crecimiento de SRFP1 está mediado por el dominio CRD, 
activando al receptor FZ2 de forma independiente de WNT (Rodriguez et al., 2005). Aunque en el 
pez medaka no se ha caracterizado el patrón de expresión de los receptores Fz, es probable que 
olSfrp1 funcione de forma similar.. 
A diferencia de olSfrp1, los embriones olAth5::eGFP microinyectados con MoB no 
presentaban alteraciones en la guía de los axones de las RGC, indicando que SFRP5 no contribuyen 
a la guía de los axones de las RGC. 
 
8.6 SFRP5 es necesario para el correcto desarrollo del ojo y del techo óptico en el pez 
medaka. 
 
En este trabajo hemos puesto de relieve que SFRP5 puede tener diferentes funciones durante el 
desarrollo del ojo y del TO. El estudio de los embriones morfantes de SFRP5 de pez medaka 
permite especular sobre los posibles mecanismos de funcionamiento de esta proteína. 
Por una parte, parece que SFRP5 podría funcionar como un modulador negativo de la actividad 
de la vía canónica de los WNT durante la regionalización de las copas ópticas (Veien et al., 2008), 
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o controlando los niveles de proliferación de los márgenes ciliares (Cho and Cepko, 2006; Kubo et 
al., 2003; Kubo et al., 2005; Liu et al., 2003; Liu et al., 2007) o del techo óptico (Dorsky et al., 
2002). 
Por otra parte, SFRP5 también parece ser necesario para la neurogénesis de la retina, 
sugiriendo que el funcionamiento pueda ser independiente de la señalización canónica de los WNT, 
si SFRP5 se comportara igual que SFRP1 (Esteve et al., 2003). 
Sin embargo el papel de SFRP5 como modulador de la apoptosis es más complejo de explicar. 
El efecto protector que los SFRP pueden conferir a las células bien puede explicarse por un 
aumento de la actividad de las vías no canónicas (Ellies et al., 2000; Lee et al., 2006; Melkonyan et 
al., 1997) o por una disminución de la actividad de la vía canónica (Dufourcq et al., 2002; Gehmert 
et al., 2008; Roth et al., 2000). El efecto fenotípico de aumento de la apoptosis en los embriones se 
observa al formarse las vesículas ópticas, donde no ha detectado en peces actividad de la vía 
canónica (Dorsky et al., 2002). Estos datos parecen sugerir que durante estos estadios tempranos 
olSFRP5 pueda regular la actividad de las vías no canónicas. Alternativamente, la regulación por 
parte de los SFRP de los procesos apoptóticos podría realizarse fuera del contexto de la 
señalización de WNT, por la posible capacidad que tienen estas proteínas de unirse al receptor de 
Netrina1, Unc5H3 (Lee et al., 2007). 
Futuros experimentos del estado de activación de la vía de los WNT determinarán los 
mecanismos por el que SFRP5 funciona durante el desarrollo del ojo y del techo óptico. 
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9. CONCLUSIONES 
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 Los resultados obtenidos durante el transcurso de este trabajo han permitido extraer 
las siguientes conclusiones: 
 
1. olSfrp5 se expresa de forma dinámica durante el desarrollo embrionario en el primordio 
ocular, el techo óptico, el hipotálamo, las vesículas óticas y el primordio del tubo 
digestivo.  
 
2. Niveles reducidos de SFRP5 causan muerte celular en las células de la retina y del techo 
óptico, llevando a una reducción del tamaño de los mismos.  
 
3. Como resultado de la reducción del tamaño del ojo, en los morfantes de olSfrp5 la tasa 
de proliferación celular aumenta de forma aparente, tanto en retina como techo óptico.  
 
4. Como consecuencia de la reducción de la expresión de Sfrp5, las regiones ventrales de la 
copa óptica no se especifican correctamente, causando ocasionalmente colobomas 
 
5. SFRP5 participa en la neurogénesis de la retina 
 
6. SFRP5 es necesario para la neurogénesis y diferenciación del techo óptico 
 
7. SFRP1 participa en el establecimiento de las vías visuales, función que SFRP5 no 
comparte. 
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Nota del autor: 
 
 
Las revisiones siguientes en las que el autor de este trabajo ha participado, se realizaron 
durante el transcurso del periodo de Tesis Doctoral. Éstas tratan de recabar y mostrar las diferentes 
funciones y mecanismos de actuación de los miembros de la familia de los SFRP durante el desarrollo 
embrionario (actuando, por ejemplo, como moléculas de guía axonal) o en diferentes enfermedades.  
Por ello, y como posible nexo con la función descrita de la función de SFRP5, se ha considerado 
relevante incluirlas en este trabajo. 
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The Wnt signalling pathway is a complex and widely used mechanism of cell to cell communication, which 
plays  a  major  role  in  many  homeostatic  and  developmental  processes,  including  eye  formation.  Due  to  its 
complexity, this pathway is highly regulated at different levels. Secreted Frizzled‐related proteins (SFRPs), soluble 
proteins  structurally  related  to  Frizzled  (Fz),  compose  the  largest  family  of  extracellular  modulator  of  Wnt 
signalling. Previous work  from  the  laboratory demonstrated  that a  specific member of  the Sfrp  family, Sfrp1,  is 
strongly expressed throughout eye development in both birds and fishes. In agreement with this distribution, gain‐ 
and loss‐of‐function analysis in chick and medaka fish (Oryzias latipes) demonstrated that Sfrp1 contributes to the 
specification of  the eye  field within  the anterior neural plate and  thereafter  regulates  retina neurogenesis and 
retina ganglion cell axon guidance.  
Rounds  of  genome  duplication  seem  to  be  at  the  basis  of metazoan  evolution. While  the majority  of 
higher vertebrates have a gene content that corresponds to two rounds of duplication, teleost fishes underwent 
an additional round, which seems to have generated  in many cases sub‐fictionalization or neo‐fictionalization of 
the  resulting parolog genes.  In  this  thesis we have asked whether  the genome of  the medaka  fish  contains an 
additional  olSfrp1  paralog  and  whether  its  functions  are  similar  or  complementary  to  those  of  the  already 
characterized olSfrp1. We report the  identification of a cDNA closely related to olSfrp1 that however, belongs to 
the related Sfrp5 subfamily as established by phylogenetic analysis. Similarly to olSfrp1, this gene, named olSfrp5, 
is  strongly  expressed  in  the developing  eye but  is  additionally  expressed  in  the midbrain  and  gut primordium. 
Morpholino‐based  interference  with  embryonic  olSfrp5  expression  causes  microphthalmia  and  impairs  tectal 
development. These defects are associated with an increase in the rate of both cell proliferation and cell death in 
the  retinal  and  tectal neuroepithelium.  Furthermore,  interference with olSfrp5  levels of expression  impairs  the 
patterning of the ventral portion of the optic cup, leading in some cases to a ventral coloboma. These early defects 
are followed by an abnormal retinal and tectal neurogenesis. In particular, only reduced numbers of photoreceptor 
and RGC were generated. The projection of RGC axons were however normal. 
These  results  indicate  that  olSFRP5  activity  is  required  from  optic  vesicle  stage  for  the  generation  of 
appropriate number of retinal and tectal progenitor cells and is subsequently involved in their differentiation. They 
also  indicate that olSFPR1 and olSFRP5 have only partially redundant function during eye development. Whether 
the phenotype resulting from olSfrp5 interference is the consequence of impaired canonical or non canonical Wnt 
signaling or whether additional pathways are involved still need to be determined. 
 
 
